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Abstrakt 
Mitokondrielt ROS (mtROS) er reaktive oxygentyper, der bliver dannet som et biprodukt ved 
redoxreaktioner i elektrontransportkæden i mitokondrierne. mtROS kan grundet dets 
oxidantpotentiale påføre cellerne skade, men menes også at fungere som et signalmolekyle i 
forskellige signalveje herunder i regulering af cellecyklus. Cellecyklus bliver primært reguleret af 
cykliske variationer i de intracellulære proteiner cyclin og cyclin afhængige kinaser. Der er 
forskellige studier, der viser, at ROS er impliceret i reguleringen af cellecyklus og ændringer i 
niveauet af cyclin D isoformer, som er afgørende for overgangen fra G1- til S-fasen i cellecyklus. 
Forskellige forsøg påviser et nedsat niveau af cyclin D isoformerne både i forbindelse med et øget 
og et nedsat niveau af ROS. Flere forsøg viser samtidig et ændret niveau af forskellige 
cellecyklusregulatorer herunder p21, p27, p42 og p44 samt, at nedbrydningen af cyclin D 
isoformerne er ændret.  
Det er dog ikke muligt at udlede, om der er en konsistent sammenhæng mellem ROS og cyclin D 
isoformerne samt hvilke faktorer, der er involveret. Dette skyldes, at de forskellige 
forsøgsresultater ikke er entydige og synes at give modstridende forklaringer på, hvordan ROS kan 
have en indvirkning på overgangen fra G1- til S-fasen i cellecyklus. Det kan heller ikke udledes, 
om det specifikt er mtROS, der har en sammenhæng med ændringer i niveauet af cyclin D 
isoformerne, da kun enkelte forsøg indikerer dette. Det kan imidlertid konkluderes, at cellens 
redoxstadie er vigtig i reguleringen af cellecyklus, da de observerede afvigelser i niveauet af ROS 
medfører en hæmning eller blokering af cellecyklus. 
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Abstract 
Mitochondrial Reactive Oxygen Species (mtROS) are made as a by-product in redox reactions in 
the electron transport chain in the mitochondria. Due to the oxidant potential of mtROS it can 
damage cells, but it might also function as a signalling molecule in different pathways; e.g. in the 
regulation of cell cycle. Cell cycle is primarily regulated by cyclic variations in the intracellular 
levels of cyclin and cyclin dependent kinases. Experiments indicate that ROS are involved in the 
regulation of cell cycle and changes in the cyclin D isoform level. The cyclin D isoform level is 
critical in the transition from G1 to S phase in cell cycle. Some experiments demonstrate that a 
lowered level of the cyclin D isoforms is observable at high and low concentrations of ROS. 
Simultaneously, several experiments observe changed levels of different cell cycle regulating 
proteins respectively p21, p27, p42 and p44 as well as a changed degradation of the cyclin D 
isoforms. 
It is not possible to conclude a consistent link between ROS and the cyclin D isoforms or which 
factors that are involved in this correlation. The different test results do not agree and have 
conflicting explanations of how ROS might have an influence on the transition from G1 to S phase 
in cell cycle. Moreover, it is not possible to conclude whether it is mtROS in specifically that are 
implicated in the changes in the level of the cyclin D isoforms, because only few experiments 
indicate this. However, it is possible to conclude that the redox stage of the cell is important in the 
regulation of cell cycle because of the observed deviations in the level of ROS induce an inhibition 
or a blocking of cell cycle. 
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Forord 
Formålet med dette projekt er at udforme et review, der omhandler en eventuel sammenhæng 
mellem reaktive oxygentyper dannet i mitokondriet (mtROS) og cyclin D isoformer i forbindelse 
med regulering af G1- til S-fasen i cellecyklus.  
Der eksisterer flere forskellige formodninger om, hvorvidt ROS har en rolle i reguleringen af G1- 
til S-fasen i cellecyklus via cyclin D isoformer. Der er både forsøg, der viser, at et øget og et 
nedsat niveau af ROS kan hæmme eller blokere cellecyklus, og at det sker samtidigt med, at der 
observeres et fald i niveauet af cyclin D isoformerne [Barnouin et al., 2002; Schauen et al., 2006; 
Sekharam et al., 1997].  
 
Målgruppen for reviewet er studerende på bachelor- eller kandidatniveau i molekylær- og/eller 
medicinalbiologi samt forskere med interesse for mtROS og dets betydning for cellecyklus. 
 
I forbindelse med udarbejdelse af reviewet vil vi gerne takke vores vejleder Claus Desler Madsen, 
Ph.d. studerende på Institut for Natur, Systemer og Modeller på Roskilde Universitets Center.  
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Læsevejledning 
Reviewet er opbygget i to hovedafsnit henholdsvis baggrundsteori og en diskussion af en eventuel 
sammenhæng mellem mtROS og cyclin D isoformerne samt andre mulige implicerede faktorer. 
Baggrundsteorien er opdelt i 3 dele, der omhandler mtROS, cellecyklus samt regulering af cyclin 
D isoformer ved ROS.    
 
Del I - mtROS 
For at kunne diskutere, hvordan mtROS kan være involveret i regulering af overgangen fra G1- til 
S-fasen, redegøres der i kapitel 2 ’Oxidativ fosforylering’ for, hvordan elektrontransportkæden 
(ETC) er opbygget med henblik på dens produktion af primær mtROS, der er superoxid (.O2-).   
mtROS kan have forskellige skadelige virkninger på den levende organisme, hvorfor det er 
nødvendigt med en omdannelse heraf. På baggrund heraf følger en redegørelse af, hvordan .O2-   og 
efterfølgende ROS-derivater omdannes i mitokondriet. Omdannelsen af mtROS forefindes i kapitel 
4 ’Omdannelse og regulering af mtROS’. I afsnittene om de forskellige omdannelsesmekanismer 
ønskes det at give et overblik over hvilke mtROS derivater, der findes i cellen, og hvordan disse 
reguleres. Dette gøres for at kunne diskutere, om det er muligt, at mtROS kan indgå i reguleringen 
af overgangen fra G1- til S-fasen i cellecyklus via en sammenhæng med cyclin D. 
ROS kan lave skader på organismen fx DNA-mutationer. Mange DNA-mutationer kan resultere i, 
at cellecyklus stoppes midlertidigt for, at cellen kan reparere skaderne inden cyklussen genoptages. 
I kapitel 5 ’Generelle DNA-skader forårsaget af ROS’ vil der derfor være en beskrivelse af ROS’ 
skadelige virkning på DNA’et.  
 
Del II - Cellecyklus 
For at kunne koble mtROS med cyclin D isoformerne og regulering af cellecyklus, er det en 
forudsætning at have et indblik i, hvordan cellecyklus reguleres normalt primært med 
udgangspunkt i G1-fasen og overgangen til S-fasen. Dette forefindes i kapitel 6 ’Cellecyklus’. Der 
vil blive beskrevet forskellige regulerende faktorer, der har indvirkning på cyclin D isoformerne, 
hvoraf nogle er sat i forbindelse med ROS’ indvirkning på regulering af overgangen fra G1- til S-
fasen. 
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Del III – Regulering af cyclin D isoformer ved ROS  
I kapitel 7 ’Regulering af cyclin D isoformer ved ROS’ vil der være en gennemgang af forsøg, der 
viser forskellige sammenhænge mellem ROS og cyclin D isoformerne samt andre faktorer, der 
muligvis kan være impliceret i en eventuel sammenhæng.  
 
Afslutningsvis vil der i kapitel 8 ’Diskussion af sammenhængen mellem cyclin D isoformer og 
ROS samt implicerede faktorer’ være en diskussion af, hvordan ROS muligvis kan påvirke 
cellecyklus i overgangen fra G1- til S-fasen via cyclin D isoformerne. Det vil desuden blive 
diskuteret hvilke cellecyklusregulerende proteiner, der kan være impliceret i sammenhængen 
mellem mtROS og cyclin D isoformerne. 
   
   
X 
   
   
XI 
Indholdsfortegnelse 
1 Indledning ..............................................................................................................................1 
2 Oxidativ fosforylering ............................................................................................................3 
2.1 Elektrontransportkæden..................................................................................................3 
2.1.1 Kompleks I .............................................................................................................4 
2.1.2 Kompleks II ............................................................................................................5 
2.1.3 Ubiquinon...............................................................................................................6 
2.1.4 Kompleks III...........................................................................................................7 
2.1.5 Cytokrom c .............................................................................................................8 
2.1.6 Kompleks IV ..........................................................................................................8 
2.2 Dannelse af mtROS i ETC..............................................................................................9 
2.2.1 Dannelse af .O2- i kompleks I ..................................................................................9 
2.2.2 Dannelse af .O2- i kompleks III................................................................................9 
3 Ændret mtROS dannelse i dysfunktionelle mitokondrier ......................................................11 
4 Omdannelse og regulering af mtROS ...................................................................................13 
4.1 Omdannelse af ·O2- via SOD.........................................................................................13 
4.1.1 MnSOD ................................................................................................................13 
4.2 Omdannelse af H2O2.....................................................................................................14 
4.2.1 Glutationperoxidase ..............................................................................................14 
4.2.2 Peroxiredoxinerne.................................................................................................16 
4.2.3 Katalase ................................................................................................................16 
4.3 Dannelse af ROS derivater ved reaktion med andre stoffer ...........................................16 
4.3.1 Fentonreaktion - Fe(II) reaktion ............................................................................17 
4.3.2 Oversigt over forskellige ROS-typer .....................................................................18 
5 Generelle DNA-skader forårsaget af ROS ............................................................................19 
6 Cellecyklus ..........................................................................................................................23 
6.1 Progression af G1-fasen og overgang til S-fasen............................................................24 
6.1.1 Cyclin D isoformer ...............................................................................................26 
6.1.2 Regulering af niveauet af cyclin D isoformer ........................................................27 
6.1.3 Regulering af G1-fasen ved CKI............................................................................30 
6.1.4 p21 og p27............................................................................................................30 
7 Regulering af cyclin D isoformer ved ROS...........................................................................33 
7.1 HeLa ρ0-celler har et nedsat niveau af cyclin D3 og ROS..............................................33 
7.2 N-acetyl-cystein mindsker niveauet af cyclin D1 og ROS i MEF-celler ........................34 
7.3 NAC-induceret hæmning af cellecyklus ses i forbindelse med et nedsat cyclin D1 og 
ROS niveau i NIH3T3 celler ....................................................................................................36 
7.4 NAC inducerer forlængelse af G1-fasen og fald i cyclin D1 og stigning I ·O2- niveauet i 
NIH3T3 celler ..........................................................................................................................36 
7.4.1 NAC øger niveauet af ·O2- samtidig med, at cyclin D1 niveauet mindskes ............38 
7.5 H2O2 nedsætter niveauet af cyclin D1 og D3 i NIH3T3-celler.......................................38 
7.6 Cyclin D1 og D2 niveauet er koncentrationsafhængig af H2O2 i Her14-celler ...............39 
7.7 mtROS regulerer cellecyklus ........................................................................................39 
7.8 Ændringer i MnSOD kan være en indikator for mtROS ................................................40 
7.9 Andre faktorer der kan have en sammenhæng med ROS og cyclin D isoformer ............41 
7.9.1 Fald i niveauet af cyclin D isoformer og ændringer i p21 niveauet ........................41 
7.9.2 Fald i niveauet af cyclin D isoformer og et ændret p27 niveau...............................43 
7.9.3 Et fald i niveauet af cyclin D1 og nedsat aktivitet af p42 og p44............................43 
   
   
XII 
7.9.4 Øget cyclin D1 og D2 niveau og en H2O2-induceret hæmning af ubiquitin-
proteasomsignalvejen ...........................................................................................................44 
7.9.5 En NAC-induceret hæmning af cellecyklus i forhold til H2O2 ...............................45 
7.10 Opsummering af sammenhængen mellem ROS og cyclin D isoformer .........................45 
8 Diskussion af sammenhængen mellem cyclin D isoformer og ROS samt implicerede faktorer
 47 
8.1 Sammenhængen mellem cyclin D isoformer og ROS....................................................47 
8.1.1 ROS kan regulere cyclin D isoformer ved at oxidere cysteinaminosyrer i 
cellecyklusregulerende proteiner ..........................................................................................50 
8.2 Mulige faktorer der kan være impliceret i den observerede sammenhæng mellem ROS   
og cyclin D isoformer...............................................................................................................50 
8.2.1 Fald i niveauet af cyclin D isoformer kan skyldes ændringer i p21 niveauet ..........50 
8.2.2 Fald i niveauet af cyclin D isoformerne kan skyldes ændringer i p27 niveauet ......53 
8.2.3 Et fald i niveauet af cyclin D1 kan skyldes at aktiviteten af p42 og p44 er nedsat ..54 
8.2.4 Direkte DNA-skader kan være årsag til den hæmmede cellecyklus .......................55 
8.2.5 Vedvarende cyclin D1 og D2 niveau kan skyldes H2O2-induceret hæmning af  
ubiquitin-proteasomsignalvejen............................................................................................56 
8.3 Mitokondrieinvolverede processer uden sammenhæng med ROS..................................56 
9 Konklusion...........................................................................................................................59 
10 Litteraturliste....................................................................................................................61 
11 Bilag 1..............................................................................................................................69 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
XIII 
Forkortelsesliste 
 
.O2- Superoxid  
.OH Hydroxyl radikal 
8-OH-G 8-oxoguanin 
BER Base Excision Repair  
Cdk Cyclin afhængige kinaser 
CKI Cyclinafhængige kinaseinhibitorer  
dNTP Deoxyribose nukleosid trifosfat  
ERK Extracellulære-signal-regulerede kinaser 
EtBr Ethidiumbromide 
ETC Elektrontransportkæden 
FMN Flavoproteiner 
G0 Hvilefase 
GPx Glutationperoxidase 
GR Glutation Reduktase 
GSH Glutation 
GSK-3β Glykogen syntase kinase 3β 
GSSG Disulfid glutation 
H2O2 Hydrogenperoxid 
M Mitose 
MAPK Mitogen Aktiveret Protein Kinase 
MAPKK MAPK Kinase 
MAPKKK MAPK Kinase Kinase 
MEF Museembryofibroblast 
MEK MAPK/ERK kinaser 
MitoQ Mitoquinol 
Mt Mitokondrielt 
NAC N-acetylcystein 
NER Nukleotid Exicision Repair 
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 
Pi Uorganisk fosfat 
Prx Peroxiredoxin 
   
   
XIV 
Q Ubiquinon 
QH Semiquinon 
QH2 Ubiquinol 
Rb Retinoblastom proteiner 
ROS Reactive Oxygen Species 
S Syntese  
SOD Superoxiddismutase 
Trx(SH)2 Thioredoxin 
TrxR Thioredoxin Reduktase  
Wt Vildtype 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
   
1 
1 Indledning 
Reaktive oxygentyper (ROS) dannes som biprodukt ved redoxreaktioner i mitokondriets 
elektrontransportkæde (ETC) og kaldes mitokondrielt ROS (mtROS). ROS kan ved forhøjede 
koncentrationer have skadelige effekter på cellen på grund af molekylernes høje reaktivitet. ROS 
kan fx skade lipidmembraner, forårsage DNA-skader og ødelægge proteiner – herunder ændre 
enzymers aktivitet ved blandt andet at oxidere aminosyrer i disse [Nelson & Cox 2005, s. 722]. 
Normalt har cellen en række mekanismer, hvorpå ROS omdannes og uskadeliggøres via 
antioxidanter. En ubalance i produktionen og omdannelsen af ROS ved antioxidanter fører til 
oxidativt stress [James & Murphy, 2003]. Oxidativt stress kan forekomme som følge af 
mitokondriel dysfunktion og er blevet foreslået at være associeret med en række sygdomme 
herunder autoimmune sygdomme, neurodegenerative sygdomme og cancer [Shackelford et al., 
2000]. Forskning peger dog på, at ROS ikke udelukkende har en skadelig effekt, men at det ved 
normale koncentrationer indgår som signalmolekyle i forskellige signalveje, der regulerer 
celleprocesser såsom cellecyklus [Boonstra & Post, 2004]. 
  
Når en organisme udvikles vil der hele tiden være celler, der prolifererer [Blomen & Boonstra, 
2007]. Hvorvidt en celle skal proliferere og gennemgå cellecyklus reguleres ved forskellige 
mekanismer. Fælles for de regulerende mekanismer er, at en defekt regulering heraf kan føre til 
udvikling af cancer [Nelson & Cox, 2005, s. 466]. Gennem de sidste årtier har der været flere 
indicier på, at ROS spiller en vigtig rolle i reguleringen af cellecyklusprogressionen [Boonstra & 
Post, 2004]. Flere forsøg viser, at ROS mere specifikt er impliceret i reguleringen af overgangen 
fra G1- til S-fasen i cellecyklus [Menon et al., 2003; Sekharam et al., 1997], der er dog uenighed 
om hvilken sammenhæng, der er mellem ROS og cellecyklus. Nogle forsøg viser, at et ændret 
niveau af ROS observeres samtidig med et ændret niveau af cyclin D isoformerne, der er vigtige 
reguleringsfaktorer i overgangen fra G1- til S-fasen i cellecyklus [Barnouin et al., 2002; Schauen et 
al., 2006]. På baggrund af ovenstående vil udgangspunktet for dette review være at diskutere 
sammenhængen mellem mtROS og reguleringen af cyclin D isoformerne.  
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2 Oxidativ fosforylering 
Det er i forbindelse med den oxidative fosforylering og produktionen af ATP, at ROS dannes i 
ETC i mitokondriets indre membran. ATP kan dannes ved kemiosmose, der udnytter en 
protongradient dannet af ETC ved oxidativ fosforylering til at danne ATP ud fra ADP og 
uorganisk fosfat (Pi) [Campbell & Reece, 2005, s. 172]. Forud for den oxidative fosforylering sker 
en nedbrydning af organisk materiale og udvinding af den potentielle energi fortrinsvist via 
glykolysen og citronsyrecyklussen. Udvindingen af energi bygger hovedsageligt på 
elektrontransport via forskellige kemiske reaktioner, der finder sted i de metabolske processer 
[Campbell & Reece, 2005, s. 161]. I glykolysen og citronsyrecyklussen dannes der NADH 
[Campbell & Reece, 2005, s. 168-170]. Endvidere bliver der i citronsyrecyklussen dannet succinat. 
Succinat kan overføre to protoner til FAD, hvorved sidstnævnte omdannes til FADH2 [Nelson & 
Cox, 2005, s. 612]. NADH og FADH2 kan donere elektroner til elektrontransportkæden, så der 
igangsættes en række reaktioner, der ender med en reducering af O2 til H2O og fører til dannelsen 
af ATP [Campbell & Reece, 2005, s. 169-170].  Som et biprodukt af den oxidative fosforylering 
dannes der mtROS [Liu et al., 2002]. 
 
Elektronkonfigurationen i oxygen bevirker, at oxygen kun kan acceptere én elektron af gangen. 
Det betyder derfor, at en komplet reduktion af O2 til H2O, forgår i fire monovalente steps. 
Superoxid (.O2-) dannes i ETC ved direkte reduktion af O2, hvorfor .O2- siges at være primær 
mtROS modsat ROS-typen hydrogenperoxid (H2O2), der dannes ved interaktion mellem .O2- og 
andre molekyler, og derfor betegnes sekundært mtROS [Valko et al., 2006]. Ca. 0,4-4 % af den 
oxygen, der bruges i ETC til respiration omdannes til .O2- og H2O2 [Turrens, 2007].  
2.1 Elektrontransportkæden 
ETC består af fire molekylkomplekser (kompleks I til IV) samt to elektronbærere (ubiquinon: Q og 
Cytokrom c: cyt c), der sidder i mitokondriets indre membran (se figur 1) [Campbell & Reece, 
2005, s. 172]. NADH og FADH2 afgiver elektroner til en serie af elektrontransfermolekyler i de 
enkelte komplekser, der afslutningsvis overfører elektronerne til oxygen. Selve elektronoverførslen 
i de enkelte komplekser udføres af prostetiske grupper, der er bundet i komplekserne. Disse 
protestiske grupper, der kan modtage og afgive op til to elektroner i komplekserne, er fx 
flavoproteiner (FMN) og jern-sulfid proteincentre (Fe-S, 2Fe-2S, 4Fe-4S) [Campbell & Reece, 
2005, s. 170; Nelson & Cox, 2005, s. 693].  
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Selve elektronoverførslen i ETC kan enten ske ved en direkte overførsel af elektroner 
fx som en reduktion af Fe3+ (FeIII) til Fe2+ (FeII), ved overførsel af et hydrogenatom (H+ + e-) i en 
reaktion som fx O2 + 4H+ + 4e-  2H2O eller som en hydridion (:H-), der bærer to elektroner 
[Nelson & Cox, 2005, s. 693 & 695]. Elektronoverførslen sker spontant mellem de forskellige 
komponenter i komplekserne, hvilket skyldes, at alle komponenterne i ETC har stigende 
reduktionspotentialer gennem kæden [Nelson & Cox, 2005, s. 695].  
 
I forbindelse med elektronoverførslen mellem de forskellige komplekser flyttes protoner fra 
matrixsiden til intermembranrummet, hvilket skaber en protongradient over 
mitokondriemembranen, som driver kemiosmosen i et proteinkompleks, der er i forlængelse af 
ETC (se figur 1) [Campbell & Reece, 2005, s. 170-173]. 
 
 
Figur 1 Illustration af de fire ETC-komplekser indlejret i den indre mitokondriemembran samt ubiquionon (Q) 
og cytokrom c (Cyt c). Endvidere vises hvor mange protoner, der bliver overført fra matrixsiden til 
intermembranrummet i forbindelse med elektronoverførslen i de forskellige komplekser, hvorved 
protongradienten dannes. Protongradienten udnyttes af kemiosmose til at danne ATP ud fra ADP og Pi 
[Redigeret efter: Nelson & Cox, 2005, s. 705] 
2.1.1 Kompleks I  
Kompleks I (NADH:ubiquinon oxireduktase) er et stort enzym bestående af 42 forskellige 
polypeptidkæder. Kompleks I er et flavoprotein, da komplekset dels består af et FMN og et uvist 
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antal Fe-S centre dog mindst seks. Kompleks I er L-formet med én arm af L liggende i membranen 
og den anden arm orienteret ind mod matrix (se figur 2) [Nelson & Cox, 2005, s. 696]. 
 
Figur 2 Illustration af kompleks I og oversigt over elektrontransportvejen i gennem komplekset. To elektroner 
(2e-) fra NADH overføres til FMN, hvorfra de to elektroner overføres til en serie af Fe-S centre. Derefter 
overføres to elektroner fra Fe-S centre til Q, hvorved Q reduceres til QH2. Ved denne elektrontransfer 
overføres fire protoner fra matrixsiden til intermembranrummet
 
[Nelson & Cox, 2005, s. 698].    
 
Kompleks I katalyserer to koblede processer. Den ene proces er en transfer af én hydrid ion fra 
NADH og en proton fra matrix til Q. Reaktionen herfor er som følgende: NADH + H+matrix + Q  
NAD+ + QH2. Den anden proces er en transfer af fire protoner (H+) fra matrix til 
intermembranrummet [Nelson & Cox, 2005, s. 697].  
Mere specifikt sker elektronoverførslen i den første proces ved, at der overføres en hydridion fra 
NADH til FMN, hvorfra to elektroner overføres gennem en serie af Fe-S centre for til sidst at nå 
Fe-S centret i N-2 i den arm af komplekset, der er orienteret i retning ind mod matrix. Derefter 
overføres to elektroner til Q således, at Q reduceres til ubiquinol (QH2) (se figur 2) [Nelson & Cox, 
2005, s. 698].  
2.1.2 Kompleks II 
Kompleks II (succinat: ubiquionon) er et mindre og mere simpelt enzym end kompleks I. 
Komplekset består af fire forskellige protein subunits henholdsvis subunit A, B, C og D.  
Subunit C og D er proteiner, der er integreret i membranen, som begge består af tre transmembrane 
helix. Mellem subunit C og D sidder en hæmgruppe (hæm b). Endvidere er der et bindingssted for 
Q mellem subunit C og D. Subunit A og B er lokaliseret i mitokondriets matrix og indeholder tre 
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Fe-S centre, bundet FAD og et bindingssted for substratet succinat. Selve elektronoverførslen sker 
fra succinat til FAD og derefter til de tre Fe-S centre for til sidst at blive overført til Q, som bliver 
reduceret til QH2 (se figur 3) [Nelson & Cox, 2005, s. 698]. 
 
Figur 3 Illustration af kompleks II og elektrontransportvejen fra FADH2 (succinat) til Q angivet af blå pile.  
Succinat binder sig til substratbindingsitet, hvorefter det afgiver to protoner til FAD. Herfra overføres 
elektronerne til en serie af tre Fe-S centre, der afslutningsvis overfører dem til Q, der derved reduceres til QH2 
[Nelson & Cox, 2005, s.  699]   
2.1.3 Ubiquinon 
Q er et lille hydrofobisk molekyle, der sidder i mitokondriets indre membran mellem kompleks I, 
II og III (se figur 1). Grundet dets hydrofobe egenskab kan Q diffundere frit i intermembranen og 
således virke som en elektrontransportør mellem komplekser, der er mindre bevægelige i 
membranen [Nelson og Cox, 2005, s. 693]. Det betyder, at Q kan overføre elektroner fra kompleks 
I og II til kompleks III [Nelson og Cox, 2005, s. 703]. Q er desuden en vigtig faktor, der binder 
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elektrontransporten i ETC sammen med dannelsen af en protongradient over membranen til 
udnyttelse i ATP-syntesen [Nelson og Cox, 2005, s. 693]. Dette skyldes, at Q både kan 
transportere elektroner og protoner, som det fx er tilfældet i den første reaktion i kompleks I, hvor 
Q optager to protoner fra matrix samtidig med to elektroner fra NADH, hvorved der dannes QH2 
(se figur 4). 
 
 
 
Figur 4 Reducering af ubiquinon (Q) til ubiquinol (QH2) via semiquinon (·QH) [Nelson & Cox, 2005, s. 693]. 
2.1.4 Kompleks III 
Kompleks III (ubiquionon: cytokrom c) er en dimér bestående af identiske monomerer med hver 
11 forskellige subunits. Kompleks III kobler overførslen af elektroner fra QH2, der blev dannet via 
kompleks I og II, til cytokrom c. Den funktionelle del af kompleks III bliver udgjort af tre subunits 
henholdsvis cytokrom b, 2Fe-2S centret og cytokrom c1. Cytokrom b består af to hæmgrupper (bH 
og bL), og cytokrom c1 indeholder hæmgruppen c1. Komplekset har to bindingsteder for Q, QN og 
QP, som henholdsvis befinder sig i matrix og intermembranrummet (se figur 5) [Nelson & Cox, 
2005, s. 699-700].  
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Figur 5 Illustration af kompleks III. De subunits, der er invoveret i elektronoverførslen fra QH2, er cytokrom b, 
der består af to hæmgrupper (bH og bL), 2Fe-2S centret og cytokrom c1. QH2 kan bindes to steder i komplekset; 
QN og QP, som henholdsvis befinder sig i matrix og intermembranrummet [Nelson & Cox, 2005, s. 700].   
 
Resultatet af elektronoverførslen i kompleks III mellem de forskellige subunits er, at QH2 dannet 
via kompleks I og II oxideres til Q i en proces, hvor to cytocrom c molekyler reduceres. Selve 
redoxreaktionen sker i en cyklus kaldet Q-cyklussen, og den overordnede reaktionen er som 
følgende: QH2 + 2 cyt c1oxideret + 2H+matrix  Q + 2 cyt c1reduceret + 4H+intermembranrummet [Nelson & 
Cox, 2005, s. 700]. Q-cyklussen vil blive uddybet i forbindelse med produktion af ROS i ETC i 
afsnit 2.2.2. ’Dannelse af .O2- i kompleks III’. 
2.1.5 Cytokrom c 
Cytokrom c er et opløseligt protein i den indre membran, der ligesom Q kan diffundere i 
membranen og således virke som effektiv elektrontransportør [Nelson & Cox, 2005, s. 693]. Når 
hæmgruppen i cytokrom c (c1 på figur 5) modtager en elektron fra kompleks III vil cytokrom c 
diffundere gennem membranen over til kompleks IV, hvor den afgiver elektronen [Nelson & Cox, 
2005, s. 699-700].     
2.1.6 Kompleks IV 
Kompleks IV (cytokrom c: O2) er det sidste led i elektrontransportkæden. Komplekset overfører 
elektroner fra cytokrom c til O2, der ved optag af protoner fra matrix omdannes til H2O, som er 
slutproduktet i ETC [Nelson & Cox, 2005, s. 700-701].  
Via elektronoverførelserne i ETC dannes som nævnt en protongradient, hvorved ATP kan dannes 
ved kemiosmose.  
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2.2 Dannelse af mtROS i ETC 
Der er to steder, hvor .O2- bliver dannet i ETC. Det er henholdsvis i kompleks I og III [Starkov & 
Wallace, 2006; Liu et al., 2002].  
2.2.1 Dannelse af .O2- i kompleks I 
I stedet for, at Q reduceres fuldstændig til QH2 ved optagelse af elektroner fra kompleks I, kan der 
dannes det ustabile semiquinon radikale (.QH), som er et mellemprodukt i reduceringen af Q (se 
figur 4). .QH kan afgive en elektron til O2 og danne ROS-typen .O2-: O2 + e-  .O2- [Nelson & 
Cox, 2005, s. 722].  
I kompleks I bliver .O2- dannet ved overførslen af elektroner fra kompleks I til Q og frigives på 
matrixsiden af den indre membran [Nelson & Cox, 2005, s. 722; St-Pierre et al., 2002]. Det er 
endnu ikke bevist præcis, hvor i kompleks I .O2- bliver dannet. Forsøg med rotenon, som inhiberer 
elektrontransferen fra Fe-S centre i kompleks I til Q, tyder på, at .O2- bliver dannet i Fe-S centre, 
som er placeret mellem rotenon sensitive steder og FMN [Starkov & Wallace, 2006].  
2.2.2 Dannelse af .O2- i kompleks III 
I kompleks III bliver .O2- dannet ved oxidation af QH2 og frigives på intermembransiden af den 
indre membran i mitokondriet. Denne proces sker i den omtalte Q cyklus (se figur 6) [Starkov & 
Wallace, 2006; St-Pierre et al., 2002].  
 
Figur 6 Q-cyklussen i kompleks III. I Q-cyklussen oxideres to QH2 molekyler til Q nær intermembranrummet. 
QH2 molekylerne afgiver hver to elektroner. Én elektron til cytokrom c og en elektron til et Q molekyle nær 
matrix, hvorved QH2 bliver til Q. a) Ved oxidering af det ene QH2 molekyle reduceres et Q molekyle nær 
matrixsiden via cytokrom b først til .Q-. b) Ved oxidering af det andet QH2 molekyle reduceres .Q- til QH2 
[Nelson & Cox, 2005, s. 701].  
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I Q-cyklussen bliver to QH2 molekyler oxideret til Q nær intermembranrummet. Hvert QH2 
molekyle afgiver dels én elektron til cytokrom c via Fe-S centret således, at QH2 omdannes til .QH 
og dels én elektron via cytokrom b til et Q molekyle nær matrix, hvorved .QH bliver til Q. Et Q 
molekyle nær matrix reduceres via cytokrom b først til .Q- og efterfølgende til QH2, når begge de 
indgående QH2 molekyler har afgivet en elektron via cytokrom b [Nelson & Cox, 2005, s. 701].  
I stedet for, at den anden elektron afgives til cytokrom b, kan .QH også reducere O2, hvorfor der 
dannes .O2-  (se figur 6) [Starkov & Wallace, 2006]. 
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3 Ændret mtROS dannelse i dysfunktionelle mitokondrier 
Mitokondrier indeholder DNA (mtDNA), og et enkelt mitokondrie kan have én til flere kopier af 
mtDNA (se figur 7) [Campbell & Reece, 2005, s. 109-110].  
Elektrontransportkæden består i alt af 73 subunits, hvoraf 13 kodes af mtDNA, hvorfor de 
resterende 60 kodes af nukleus DNA (nDNA), der transporteres ind i mitokondriet (se tabel 1) 
[Ryan & Hoogenraad, 2007]. 
 
 
Figur 7 mtDNA er cirkulært, og i humane celler består 
det af 16569 basepar. mtDNA koder for syv subunits i 
kompleks I (lyserøde gener), en subunit i kompleks III 
(lyseblå gener) og tre subunits i kompleks IV 
(lysegrønne gener) [Nelson & Cox, 2005, s. 720]. 
 
 
Tabel 1 Oversigt over antal subunits i de enkelte 
komplekser i ETC, der kodes af mtDNA og nDNA 
[Nelson & Cox, 2005, s. 719]  
 
 
 
Kompleks I II III IV V 
Antal mtDNA   
kodende subunits i ETC 
7 0 1 3 2 
Antal nDNA  
kodende subunits i ETC 
36 4 
 
10 
 
10 
 
6  
 
Ved mitokondriel dysfunktion ses ofte hæmning af elektrontransportkæden grundet mutationer i 
mtDNA, der koder for subunits i ETC. Graden, hvormed et kompleks i ETC er ændret på grund af 
mtDNA mutationer, hænger sammen med, hvor mange subunits i komplekset, der er kodet af 
mtDNA [James & Murphy, 2003]. 
Rasmussen et al. 2003 viser, at celler uden mtDNA (ρ0-celler) og deraf dysfunktionelle 
mitokondrier har en nedsat produktion af ROS, mens ROS-niveauet var højere i ρ--celler end i 
vildtypeceller (wt) [Rasmussen et al., 2003]. Samtidig viser Jin 2006, at dysfunktionalitet i 
mitokondrierne kan føre til en øget produktion af mtROS [Jin, 2006], og dette vil blive beskrevet i 
kapitel 5 ’Generelle DNA-skader forårsaget af ROS’. 
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4 Omdannelse og regulering af mtROS  
Superoxids potentiale som oxidant er ikke stor, men .O2- kan omdannes samt reagere med andre 
stoffer, hvilket giver ophav til andre mere reaktive ROS derivater [Turrens, 2007]. For at forhindre 
skadelige effekter af mtROS har mitokondriet en række antioxidanter herimod [Turrens, 2007].   
4.1 Omdannelse af ·O2- via SOD 
Der findes en familie af enzymer kaldet superoxiddismutase (SOD), der kan katalysere 
omdannelsen af .O2- til H2O2 og O2 [Nelson & Cox, 2005, s. 722]. Der findes tre former for SOD, 
cytosolisk CuZnSOD, mitokondrielt MnSOD og ekstracellulært EC-SOD, hvis forskel blandt 
andet ligger i hvilket metal, der indgår som cofaktor, aminosyrekompositionen samt antallet af 
subunits [Hoye et al., 2008; Valko et al., 2006].  
Ved forsøg på gærceller (Saccharomyces cerevisiae) er det vist, at en lille brøkdel af CuZnSOD 
forekommer i mitokondriets intermembranrum, hvor der ellers hovedsageligt er MnSOD [Herrero 
et al., 2007]. Forsøg med mus har vist, at deletion af MnSOD genet medførte død 5-21 dage efter 
fødslen, hvorimod mus med deletion af CuZnSOD og EC SOD ikke havde tilsvarende konsekvens 
[Goswami & Singh, 2006, s.708]. Derfor har MnSOD og kun til dels CuZnSOD betydning for 
omdannelsen af .O2- i mitokondriet.  
4.1.1 MnSOD 
MnSOD udtrykkes primært ved forskellige former for cellulært stress, hypoxia og hyperoxia 
[Turrens, 2007]. MnSOD kan som nævnt ovenfor katalysere omdannelsen af .O2- til H2O2 og O2 
via følgende reaktion: 
                      MnSOD 
2 .O2- + 2H+  H2O2 + O2 [Valko et al., 2006] 
En enkelt cofaktor som Mn kan katalysere én elektronoxidation og én reduktion, hvorved to .O2- 
molekyler omdannes til produkterne O2 og H2O2. Se nedenstående reaktionsligning for dismutation 
af .O2-:  
Oxidation: Mn3+-SOD + .O2- ⇔ Mn2+-SOD + O2 
Reduktion: Mn2+-SOD + .O2- + 2H+ ⇔ Mn3+-SOD + H2O2 [Hoye et al., 2008]. 
 
MnSOD behøver ingen andre cofaktorer til at katalysere omdannelsen af .O2-, hvorfor dets aktivitet 
udelukkende er bestemt af mængden af MnSOD i mitokondriet. Aktiviteten er dog ikke ens i 
forskellige væv [Starkov & Wallace, 2006].  
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MnSOD er lokaliseret i mitokondriet, og da enzymet kodes af gener i nDNA [Turrens, 2007; Hoye 
et al., 2008; Samper et al., 2006] har det en særlig polypeptidsekvens i N-terminalen, der er 
målrettet mitokondriemembranen for, at polypeptidet efter translationen kan komme ind i 
mitokondriets matrix [Hoye et al., 2008]. Hvorledes MnSOD optager sin cofaktor vides ikke, men 
det foreslås på baggrund af forsøg, at Mn først bindes til SOD inde i mitokondriet [Hoye et al., 
2008]. Dette indikerer, at MnSOD udelukkende forefindes i mitokondriet [Starkov & Wallace, 
2006]. 
4.2 Omdannelse af H2O2  
.O2- omdannes som beskrevet til H2O2, der således er den første sekundære ROS derivat afledt af 
ETC. Der findes også flere forskellige enzymatiske antioxidanter, der kan indgå i omdannelsen af 
H2O2 blandt andet glutationperoxidase (GPx), katalase og peroxiredoxiner (Prx) [Valko et al., 
2006]. Gruppen af Prx og GPx findes i mitokondriet, hvorimod katalase hovedsageligt findes i 
peroxisomerne i cellens cytoplasma. Forsøg på rotter har dog vist, at mitokondrier i hjerteceller 
indeholder katalase [Radi et al., 1991; Rhee et al., 2005].  
4.2.1 Glutationperoxidase 
GPx forefindes blandt andet i mitokondriets matrix og intermembranrum samt i cytosolet og er et 
vigtigt enzym i forbindelse med omdannelsen af H2O2 i mitokondriet [Starkov & Wallace, 2006; 
Isaac et al., 2007]. Forsøg viser, at GPx1 knockout mus havde en signifikant højere sensitivitet end 
wt overfor toxiner, der inducerer oxidativt stress. Andre forsøg har dog vist, at homozygote 
knockout mus uden aktivt GPx1, der er en isoform af GPx, var fertile og ikke viste tegn på 
oxidativt stress [Starkov & Wallace, 2006]. 
GPx katalyserer reaktionen, hvor H2O2 reduceres til H2O (se figur 8) i en proces, hvor GPx 
anvender glutation (GSH) som elektrondonor. Ved denne proces oxideres GSH til disulfid 
glutation (GSSG), der er inaktivt. [Nelson & Cox, 2005, s. 722]. Den overordnede reaktion for 
GPx er: 
  GPx 
2GSH + H2O2 → GSSG + 2 H2O [Hoye et al. 2008] 
 
For at GSSG igen kan blive aktivt, reduceres det i en proces, der er katalyseret af enzymet 
glutation reduktase (GR), hvor intramitokondrielt NADPH fungerer som elektrondonor, idet det 
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omdannes til NADP+. Reduktionen af GSSG sker inde i mitokondriets matrix, da GSSG ikke kan 
transporteres ud i cytosolet (se figur 8) [Nelson & Cox, 2005, s. 722; Starkov & Wallace, 2006].  
 
 
Figur 8 Omdannelse af ·O2- og H2O2 ved hjælp af MnSOD (superoxide dismutase) og GPx (glutathione 
peroxidase). GSH kan også holde cysteinaminosyre på deres reducerede form og derved modvirke dannelsen af 
disulfidbindinger mellem thiolgrupper i cystein [Nelson & Cox, 2005, s. 722]. 
 
Mitokondriet indeholder ca. 10-12 % af den samlede mængde af GSH i cellen, og grundet det 
relative lille volumen af matrix, er koncentrationen af GSH heri større end i cytosolet. 
Koncentrationen af GSH i mitokondriet fastholdes ved aktiv transport af GSH fra cytosolet. GPx 
aktiviteten er forskellig afhængigt af væv ligesom MnSOD [Starkov & Wallace, 2006].  
 
Oxidativt stress kan oxidere cystein og inaktivere enzymer 
Oxidativt stress kan skade enzymer, der indeholder aminosyren cystein. Dette skyldes, at 
sidekæderne på cystein kan danne disulfidbindinger ved oxidering, hvilket kan inaktivere det 
pågældende enzym. GSH kan, udover at indgå som en del af en reaktion katalyseret af GPx, også 
sørge for, at cysteinaminosyrerne er på deres reduktive stadie ved at afgive elektroner på samme 
måde som ved omdannelsen af H2O2, og derved mindske dannelse af disulfidbindinger (se figur 8) 
[Nelson & Cox, 2005, s. 722]. 
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4.2.2 Peroxiredoxinerne 
Prx omdanner H2O2 på en anden måde end GPx, da den i stedet for at anvende GSH indeholder en 
anden thiolholdig hydrogen donor, kaldet thioredoxin (Trx(SH)2) [Turrens, 2007]. 
Den overordnede reaktion for peoxiredoxinerne: 
           Prx 
 Trx(SH)2 + H2O2 → TrxS2 + H2O [Hoye et al. 2008] 
I omdannelsen af H2O2 oxideres Trx(SH)2 til TrxS2. TrxS2 reduceres tilbage til dens aktive form 
ved hjælp af mitokondriel disulfid oxidoreduktase thioredoxin (Trx2). Trx2 bliver reduceret af 
thioredoxin reduktase (TrxR2) i en proces, hvor intramitokondrielt NADPH fungerer som 
elektrondonor ligesom ved dannelsen af GSH fra GSSG. Prx aktiviteten er derfor afhængig af 
koncentrationen af NADPH. [Starkov & Wallace, 2006]. Prx´s enzymatiske aktivitet er 3 gange 
lavere end GPx og katalase [Rhee et al., 2005]. 
4.2.3 Katalase 
Enzymet katalase findes hovedsageligt i peroxisomer og kan omdanne H2O2, der diffunderer ind i 
disse organeller [Rhee et al., 2005]. Dette enzym findes dog også i mitokondrier i hjerteceller 
[Turrens, 2007]. Den overordnede reaktion for katalase: 
      Katalase 
H2O2 → H2O + O2 [Valko et a., 2006]. 
Katalases rolle som forsvar mod mtROS synes at være ubetydelig i sammenligning med GPx. 
Dette understøttes af forsøg med knockout mus med manglende katalaseaktivitet, og alligevel 
udvikledes normalt uden umiddelbare tegn på sygdom [Starkov & Wallace, 2006]  
4.3 Dannelse af ROS derivater ved reaktion med andre stoffer 
Som det fremgår af afsnit 2.2. ’Dannelse af mtROS i ETC’ og kapitel 4 ’Omdannelse og regulering 
af mtROS’ dannes og omdannes der konstant .O2- og H2O2 i mitokondriet. Når niveauet af de to 
radikaler overstiger omdannelseskapaciteten for antioxidanterne stiger forekomsten af ROS i 
mitokondriet. .O2- og H2O2 kan reagere med andre stoffer, hvorved der dannes ROS derivater, der 
er betydeligt mere reaktive, da de kan lave direkte skader på DNA’et [Turrens, 2007; Goswami & 
Singh, 2006].  
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4.3.1 Fentonreaktion - Fe(II) reaktion  
.O2- og H2O2 kan reagere med forskellige metaller, der forefindes i mitokondriet. Ved cellulært 
stress fungerer .O2- som oxidant af 4Fe-4S indeholdende enzymer, hvorved jern frigives som 
Fe(II): Fe(III) + .O2-  Fe(II) + O2 [Valko et al., 2006].   
Dette kan facilitere dannelsen af hydroxyl radikalen (.OH), når Fe(II) reagerer med H2O2 
[Toyokuni, 2006]. Denne reaktion blev først beskrevet af den britiske kemiker Fenton i 1894, 
hvorfor reaktionen også kaldes en Fentonreaktion [Toyokuni, 2006]. Dannelsen af .OH bliver ikke 
kun katalyseret af Fe(II), men også af andre transitionsmetalioner såsom Cu+, Ti3+ og Co2+ [Valko 
et al., 2006]. Et eksempel for Fentonreaktionen med Fe(II): 
Fe(II) + H2O2  Fe(III) + .OH + OH- [Toyokuni, 2006]. 
.O2- indgår også i en anden reaktion kaldet Haber-Weiss, hvor der dannes .OH. I denne reaktion 
reagerer .O2- med H2O2 og danner O2, .OH og OH-:  
.O2- + H2O2  O2 + .OH + OH- [Valko et al., 2006]. 
Haber-Weiss reaktionen kobler således Fentonreaktionen og oxideringen af Fe(III) ved .O2-. 
.OH er en meget reaktiv og ødelæggende kemisk forbindelse og kan reagere med de fleste 
cellulære bestanddele [Dawes, 2006; Valko et al., 2006].  
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4.3.2 Oversigt over forskellige ROS-typer 
Molekylnavn Superoxid Hydrogen-
peroxid 
Hydroxyl 
Kemisk formel .O2- H2O2 .OH 
Cellulær forekomst Mitokondriet (0,1-0,2 
nM), peroxisomer 
 
Mitokondriet (10-
9
-10-7M), 
peroxisomer, 
cytosolet 
Mitokondriet, 
nucleus, cytosolet 
Dannelse Elektrontransportkæden 
i kompleks I og III og 
frigives på begge sider 
af mitokondriets indre 
membran 
Fra .O2- via SOD Fentonreaktion, 
Haber-Weiss 
reaktion 
Omdannelse MnSOD, CuZnSOD Glutation 
peroxidase (GPx), 
peroxiredoxiner 
(Prx), 
katalase 
Omdannes ikke af 
enzymatiske 
antioxidanter, men 
af mere generelle 
antioxidanter som 
fx vitamin E og C 
Reaktivitet Lidt reaktivt Lidt reaktivt Meget reaktivt 
Membranpermeabilitet Impermeabel Permeabel Halveringstid på  
<1ns, hvorfor den 
reagerer med 
molekyler, hvor den 
dannes 
 
Tabel 2 Tabellen er lavet ud fra: [Turrens, 2007, s. 189;  Blokhina & Fagerstedt, 2006, s. 153; Valko et al., 2006, 
s. 3-4; St-Pierre et al., 2002, s. 44784; Radi et al., 1991, s. 22028]. 
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5 Generelle DNA-skader forårsaget af ROS 
Som nævnt kan en forhøjet koncentration af ROS føre til skader i cellen herunder DNA-skader. 
I forbindelse med celleproliferering kan DNA-skaderne bevirke, at cellen stoppes i G1-, S- eller 
G2-fasen, så cellen får tid til at reparere skaderne [Schauen et al., 2006; Prentø & Jensen, 2000, s. 
269]. DNA-skader forårsaget af ROS kan være enkelt- eller dobbeltbrud på DNA’et, ændringer i 
purinerne, pyrimidinerne eller deoxiribose samt tab af baser [Goswami & Singh, 2006].  
 
.OH kan lave direkte skader på DNA’et i modsætning til .O2- og H2O2 [Dizdaroglu et al., 2002; 
Goswami & Singh, 2006]. .OH kan ændre purin- og pyrimidinbaserne, hvilket fx kan medføre 
dannelse af C4-OH og C8-OH i purinerne samt C5-OH og C6-OH i pyrimidinerne (se figur 9) 
[Nakatsu & Sekiguchi, 2006]. 
 
Figur 9 Eksempler på oxiderede puriner og pyrimidiner [Redigeret efter: Dizdaroglu et al., 2002, s. 1105]. 
 
Blandt disse ændringer i purinerne og pyrimidinerne er det formationen af 8-hydroxyguanin, også 
kaldet 8-OH-G, der er den bedst karakteriserede [Nakatsu & Sekiguchi, 2006]. 8-OH-G kan 
baseparre med cytosin, men derudover kan den også lave forholdsvise stabile bindinger med 
adenin (se figur 10), hvilket kan give spontane mutationer i DNA’et [Nakabeppu et al., 2006].  
 
Figur 10 8-OH-G’s baseparring med henholdsvis adenin og cytosin [Redigeret efter: Nakabeppu et al., 2006, s. 
374]. 
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Oxidation af guanin kan også foregå i poolen af nukleotider, der findes i cellen. Oxidation af 
deoxyguanosin trifosfat (dGTP) resulterer i 8-OH-dGTP. 8-OH-dGTP kan blive indsat overfor 
adenin eller cytosin, hvilket medfører transversioner fra G:C til T:A eller fra A:T til C:G (se figur 
11) [Nakatsu & Sekiguchi, 2006].  Der sker således en substitution af en pyrimidin med en purin 
og en substitution af en purin med en pyrimidin. 8-OH-dGTP fungerer dermed som et mutagent 
substrat for DNA-syntesen, idet det kan lave disse transversioner [Nakabeppu et al., 2006].   
 
Figur 11 ROS kan oxidere G direkte i DNA’et og danne 8-OH-G. De tynde linier repræsenterer template, mens 
de tykke linier er den nysyntetiserede DNA-streng. Ved replikation kan 8-OH-G baseparre med A, der ved 
endnu en replikation baseparrer med T, hvorfor der sker en transversion fra C:G til A:T. ROS kan desuden 
oxidere dGTP i dNTP pools til 8-oxo-dGTP (8-OH-dGTP), der ved DNA-replikation kan baseparre med A. Ved 
endnu en replikation kan 8-OH-G baseparre med C, der baseparrer med G, hvorfor der sker en transversion af 
A:T til G:C. 8-oxo-dGTP kan også lave transversioner fra C:G til A:T ligesom det forekommer ved direkte 
oxidering af G i DNA’et [Redigeret efter: Nakabeppu et al., 2006, s. 374].  
 
For at undgå disse mutationer i DNA’et har den humane celle en række reparationsmekanismer, 
som sørger for, at DNA´et er intakt. Størstedelen af DNA-skader, der er forårsaget af oxidativt 
stress, bliver repareret af base excision repair (BER)- og nucleotide exicision repair (NER) 
systemerne [Evans & Cooke, 2006] samt mismatch repair systemet [Nelson & Cox, 2005, s. 968].  
Det er blevet foreslået, at mtDNA er udsat for flere DNA-skader forårsaget af ROS, da mtDNA 
ligger tæt på ETC, hvor der er en stor produktion af ROS. Desuden er mtDNA ikke beskyttet af 
histoner og har et mindre effektivt reparationssystem, hvor NER systemet ikke indgår [Goswami & 
Singh, 2006]. mtDNA indeholder kun en lille andel introns [Prentø & Jensen, 2000, s. 287], 
hvorfor langt de fleste mutationer forekommer i exons og derfor er skadelige. 
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Så længe cellens antioxidanter holder ROS niveauet nede vil cellens reparationssystemer kunne 
reparere skaderne når de opstår. Hvis ROS niveauet stiger, så reparationssystemerne ikke kan nå at 
reparere alle skaderne i DNA’et, kan det medføre mutationer. De skader, der ikke kan repareres 
kan føre til yderligere ROS produktion eksempelvis i tilfælde af, at der er sket en mutation i 
mtDNA, der koder for subunits i ETC [Balaban et al., 2005; Nelson & Cox 2005, s. 722]. Hvis der 
fx sker en mutation i mtDNA kodende for cytokrom b i kompleks III, kan det muligvis føre til en 
øget mtROS produktion. Dette kan udledes af forsøg med Antimycin A, der blokerer cytokrom b 
og dermed oxideringen af .QH. Dette medfører, at den ustabile. QH akkumuleres, hvorfor .O2--
dannelse i kompleks III fremmes [Turrens, 2007; Starkov & Wallace, 2006]. En anden årsag til en 
øget ROS-produktion kan være, at der er sket mutationer i nDNA kodende for antioxidanter som 
MnSOD, således at ROS ikke omdannes i samme grad som normalt. 
Den øgede ROS-produktion kan igen medføre flere DNA-skader eksempelvis via oxideringen af 
guanin og de deraf følgende transversioner. En celle kan derved komme ind i en ’ond cyklus’, hvor 
ROS niveauet og antallet af DNA-mutationer gradvist vil stige [Balaban et al., 2005].  Dette 
fænomen kaldes ”Vicious cycle” (se figur 12). Viscious cycle kan medføre udvikling af cancer 
grundet mutationer i nDNA og mtDNA, der medfører ændringer i reguleringen af cellecyklus. Der 
er blandt andet lavet forsøg, hvor mus med heterozygote mitokondrier havde en deletion i MnSOD 
og dette medførte en øgning i niveauet af ROS, antallet af DNA-skader og et øget antal tilfælde af 
cancer [Balaban et al., 2005]. 
 
Figur 12 Ved øget produktion af mtROS i ETC dannes blandt andet hydroxylradikalet, som kan lave DNA-
skader. Hvis DNA-skaderne ikke bliver repareret, vil respirationen forringes, hvorved der vil dannes flere 
radikaler (mtROS), der igen kan medføre DNA-mutationer. Således vil cellen indgå i vicious cycle [de Grey, 
2003, s.251]. 
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6 Cellecyklus 
Prolifererende celler indgår i cellecyklus, der er opdelt i fire faser; G1, S, G2 og M angivet i 
kronologisk rækkefølge [Blomen & Boonstra, 2007]. I G1-fasen vokser cellen og forberedes på at 
skulle overgå til S-fasen, hvor DNA’et replikeres. Endvidere syntetiseres der også RNA og 
proteiner i denne fase. I G2-fasen vokser cellen fortsat og forbereder sig på at overgå til M fasen, 
hvor selve mitosen og celleprolifereringen finder sted [Blomen & Boonstra, 2007; Nelson & Cox, 
2005, s. 466-467]. Celler, der har undergået M fasen (mitosen), vil derefter overgå til G1-fasen, 
hvorfra de kan overgå til en hvilefase, der betegnes G0, hvor de ikke deler sig. Her kan cellerne 
befinde sig lige fra få timer til resten af deres levetid. Celler, der er fuldt differentieret, forbliver i 
G0 fasen, hvorimod andre celler kan indtræde i cellecyklussen igen gennem G1-fasen [Blomen & 
Boonstra, 2007; Nelson & Cox, 2005, s. 467].  
 
Cellecyklus reguleres både af intra- og ekstracellulære faktorer, der kontrollerer cykliske 
variationer i niveauet af forskellige proteiner herunder cyclin og cyclin afhængige kinaser (Cdk), 
der danner proteinkomplekser, hvis aktivitet ændres som respons på forskellige cellulære signaler 
[Blomen & Boonstra, 2007; Sherr & Roberts, 1999]. Disse proteinkomplekser har dels en 
regulerende subunit (cyclin) og dels en katalytisk subunit (Cdk). Ved fravær af cyclin er Cdk 
inaktiv, hvorimod Cdk aktiveres ved binding af cyclin. Cdk’s binding med cyclin forårsager en 
konformationsændring i Cdk, således at dets aktive site blottes, og en aminosyre, der er kritisk for 
dens katalystiske egenskab, flyttes ind i det aktive site [Nelson & Cox, 2005, s. 467]. For at cyclin-
Cdk komplekset kan fosforylere og aktivere andre proteiner, skal selve komplekset fosforyleres af 
en Cdk-aktiverende kinase (CAK) [Sherr & Roberts, 1999]. Det sker ved, at Thr160 i komplekset 
forforyleres, hvilket bevirker, at det stabiliseres, og det derved forbliver i sin aktive form af (se 
figur 13) [Nelson & Cox, 2005, s. 467].  
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Et aktivt cyclin-Cdk kompleks er nødvendig for fosforyleringen af proteiner, der via en signalvej 
kan føre til, at gener, der er nødvendig for cellecyklusprogressionen, transkriberes [Shackelford et 
al., 2000].  
6.1 Progression af G1-fasen og overgang til S-fasen 
Cyclin D isoformer dannes når cellen stimuleres med vækstfaktorer se afsnit 6.1.2. ’Regulering af 
niveauet af cyclin D isoformer’. Cyclin D isoformerne er essentielle for progressionen gennem G1-
fasen, idet de ved mitogene signaler, der stimulerer celleproliferering, fungerer som igangsættere 
af cellecyklusprogressionen [Sherr & Roberts, 1999].  
Niveauet af cyclin D isoformerne er opreguleret, når cellen overgår til G1-fasen, hvor de bindes til 
enten Cdk4 eller Cdk6 afhængig af celletype og danner komplekset D-Cdk4/6, der fosforylerer 
retinoblastom proteiner (Rb). Rb binder og inaktiverer normalt transkriptionsfaktorerne E2F og 
andre relaterede transkriptionsfaktorer. Når Rb hyperfosforyleres over en bestemt tærskelværdi i 
den sene G1-fase, deaktiveres det, hvorved transkriptionsfaktorerne frigives. Disse 
transkriptionsfaktorer binder sig til andre molekyler, hvorved der dannes komplekser, der fungerer 
som transkriptionsaktivatorer for en række gener, der er nødvendige i S-fasen (se figur 14) 
Figur 13 a) Cdk, hvor et T-loop (rød) spærrer for bindingssitet til et substrat. Grøn angiver den 
aminosyre, der er kritisk for Cdk’s katalystiske egenskab. b) Cyclin (blå) bundet til Cdk, hvorved det 
aktive site blottes ved ændring af T-loopet, og aminosyren, der er kritisk for Cdk’s katalystikse 
egenskab flyttes ind i det aktive site. c) Cyclin-Cdk komplekset, hvor Thr160 (orange) er fosforyleret, og 
komplekset er aktivt [Nelson & Cox, 2005, s. 467].     
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[Blomen & Boonstra, 2007; Shackelford et al., 2000; Sherr & Robert, 1999]. Det er fx genet for 
cyclin A, der regulerer S-fasen [Sherr & Robert, 1999] samt gener som ’proliferating cell nuclear 
antigen’(PCNA), der inducerer DNA-replikationen ved at facilitere polymerasens binding til 
DNA’et [Nelson & Cox, 2005, s. 965; Stacey, 2003]. En overekspression af E2F kan få celler i G0 
fasen til at overgå til S-fasen via G1-fasen, hvilket indikerer, at E2F er en vigtig aktør i overgangen 
fra G1- til S-fasen [Blomen & Boonstra, 2007; Shackelford et al., 2000; Sherr & Robert, 1999]. 
Vigtigheden af cyclin D isoformerne i progressionen af G1-fasen samt overgang til S-fasen 
understreges af flere forsøg. Eksempelvis har Baldin et al. 1993 vist, at fibroblastceller i G1-fasen 
ikke kunne overgå til S-fasen og syntestisere DNA, når de indsprøjtede anti-cyclin D antistoffer og 
antisense cyclin D plasmid DNA efter 0 og 8 timer. Det samme forsøg, hvor anti-cyclin antistoffer 
og antisense cyclin D plasmid DNA først blev indsprøjtet i fibroblastcellerne i G1-fasen efter 16 
timer viste derimod, at tilnærmelsesvis 100 % af cellerne kunne syntetisere DNA. Det blev 
observeret, at fibroblastceller i G1-fasen begynder at syntetisere DNA efter 12 timer og ~80 % af 
cellerne var i S-fasen efter 24 timer, hvorfor cellerne efter 16 timer befinder sig i overgangen fra 
G1- til S-fasen. Det kan af disse forsøg udledes, at cellecyklus formentlig er mest afhængig af 
cyclin D isoformer i starten af G1-fasen [Baldin et al, 1993]. Endvidere har forsøg vist, at en 
overekspression af cyclin D isoformer medførte en hurtigere progression gennem G1-fasen, hvilket 
ligeledes understøttes af, at der er set en overekspression eller dysregulering af cyclin D isoformer 
i mange humane tumorer [Shackelford et al., 2000]. 
 
Cyclin E indgår også i G1-fasen, og bindes til Cdk2, hvorved komplekset E-Cdk2 dannes. E-Cdk2 
fosforylerer ligesom D-Cdk4/6 Rb proteiner, og de to komplekser synes derfor at fungere 
kooperativt i hyperfosforyleringen af Rb og derigennem frigivelsen af E2F 
transkriptionsfaktorerne. E2F inducerer desuden cyclin E-Cdk2 kompleksdannelsen og dermed 
fosforyleringen af Rb, hvilket skaber en positiv feedback (se figur 14), hvorfor E2F bidrager til, at 
overgangen fra G1- til S-fasen sker i en irreversibel proces [Sherr & Roberts, 1999]. 
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Figur 14 Repræsentation af D-Cdk4/6 og E-Cdk2’s rolle i reguleringen af cellecyklus. D-Cdk4/6 og E-Cdk2 
fosforylerer Rb kooperativt, hvorved Rb inaktiveres og frigiver transkriptionsfaktorer heriblandt E2F. E2F 
aktiverer transkriptionen af gener, der er impliceret i overgangen fra G1- til S-fasen og inducerer E-Cdk2 
dannelse og skaber derved en positiv feedback [Redigeret efter: Shackelford et al., 2000, s. 1392 ].   
6.1.1 Cyclin D isoformer 
Der eksisterer tre forskellige isoformer af cyclin D henholdsvis D1, D2 og D3 [Petermann et al., 
2004]. Der er ikke enighed om, hvordan de tre cyclin D isoformer indvirker på celleproliferering. 
Ifølge Shackelford et al. 2000 har cyclin D1 og D3 sandsynligvis ikke præcis den samme funktion, 
da de fleste celletyper udtrykker cyclin D2 og enten cyclin D1 eller D3. I humane tumorer ses 
oftest, at cyclin D1 er dysreguleret men ikke cyclin D2 og D3 [Shackelford et al., 2000]. Desuden 
viser Petermann et al. 2004 i forsøg med podocyt celler, at cyclin D1 er opreguleret ved 
celleproliferering, og cyclin D3 er nedreguleret, hvorfor disse to cycliner formentlig reguleres 
forskelligt [Petermann et al., 2004]. Dette bestyrkes af forsøg af Rao & Kohtz 1994, der viser, at 
cyclin D1 induceres af vækstfaktorer, hvorimod cyclin D3 hæmmes af disse [Rao & Kohtz, 1994]. 
Belsõ et al. 2008 viser dog, at knockout af cyclin D1 mRNA i HaCaT keratinocytceller ikke 
medfører ændring i celleproliferering, hvorfor det udledes, at cyclin D2 og D3 kan overtage cyclin 
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D1’s funktion [Belsõ et al., 2008]. Cyclin D isoformerne synes derfor at kunne have en 
overlappende funktion. 
Til trods for de foreslåede forskelle i reguleringen af især cyclin D1 og D3, er det fælles for de tre 
isoformer, at de synes at have en rolle i overgangen fra G1- til S-fasen [Shackelford et al., 2000]. 
 
Niveauet af cyclin D isoformer varierer i de forskellige faser i cellecyklus 
Som nævnt reguleres cellecyklus af cycliske variationer i niveauet af cycliner. Derfor er 
variationer af cyclin D isoformerne essentielle for overgangen fra G1- til S-fasen [Blomen & 
Boonstra 2007; Sherr & Roberts 1999]. Et eksempel på hvordan cyclin D1 niveauet varierer 
igennem cellecyklus ses ved forsøg af Guo et al. 2005, der har målt på cyclin D1 niveauet i alle 4 
faser af cellecyklus. Resultaterne viste, at cyclin D1 var opreguleret i G1-, G2- samt M-fasen og 
nedreguleret i S-fasen (se figur 15) [Guo et al., 2005].  
 
Figur 15 Cyclin D1 niveauet gennem cellecyklus. I G2-fasen stimulerer vækstfaktorer til dannelsen af cyclin D1, 
hvorfor niveaet stiger. Cyclin D1 niveauet er vedvarende indtil slutningen af G1-fasen. I G1-fasen fremmer 
cyclin D1 frigivelsen af E2F og derved DNA-syntesen. Cyclin D1 niveauet falder i S-fasen, da den ellers vil 
inaktivere PCNA, der er nødvendig for DNA-syntesen [Redigeret efter: Stacey, 2003, s. 161] 
 
Guo et al. 2005 observerede ved samme forsøg, at cyclin D1 hæmmede DNA-syntesen, og det er 
formentligt årsagen til, at cyclin D1 niveauet er lavt i S-fasen, hvor DNA’et syntetiseres. Efter, at 
cellen har gennemgået S-fasen, stiger niveauet af cyclin D1 igen i G2-fasen, og holdes konstant 
gennem M-fasen og G1-fasen. Hvis cyclin D1 ikke opreguleres i G2-fasen, overgår cellen til G0- 
fasen efter endt mitose. På denne måde kan cellen ved at regulere niveauet af cyclin D1 i G2-fasen 
styre, om den skal overgå til G0-fasen eller overgå til cellecyklus igen [Stacey, 2003].  
6.1.2 Regulering af niveauet af cyclin D isoformer 
Dannelse af cyclin D isoformer gennem MAPK signalvejen 
Ifølge Musgrove, 2006 og Chang et al. 2003 bliver cyclin D1 og D2 niveauet blandt andet 
overordnet reguleret af en mitogenaktiveret protein kinase (MAPK) signalvej, som kan resultere i 
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en opregulering af niveauet af cyclin D isoformer [Chang et al., 2003; Musgrove, 2006]. Det bliver 
imidlertid ikke gjort klart, om cyclin D3 reguleres på samme måde som cyclin D1 og D2.  
MAPK signalvejen bliver stimuleret af flere forskellige ekstracellulære faktorer såsom hormoner, 
vækstfaktorer, differentieringsfaktorer og tumorfremmende substanser. Disse faktorer aktiverer G-
proteinet Ras i cellemembranen ved at tilføje GTP. Når Ras aktiveres med det formål at regulere 
dannelsen af cyclin D isoformer, aktiverer det en række kinaser såsom Raf, MAPK/ERK kinaser 
(MEK) og ekstracellulære-signal-regulerede kinaser (ERK) (se figur 16) [Chang et al., 2003; 
Kolch, 2000]. 
Ras har en høj affinitet for Raf, som er en MAPK kinase kinase (MAPKKK), hvorfor Ras bindes 
til Raf og aktiverer denne i cellemembranen. Aktiveret Raf kan på grund af sin kinaseaktivitet 
fosforylere en MAPK kinase MEK, der fosforylerer MAP kinasen ERK, hvorved ERK aktiveres 
(se figur 16). Denne signalvej kaldes også Ras/Raf/MEK/ERK signalvejen. [Kolch, 2000].  
Der findes to isofomer af ERK henholdsvis ERK-1 og ERK-2, der også kaldes henholdsvis p44 og 
p42, hvilke menes at have samme funktion [Kolch, 2000]. ERK kan regulere forskellige 
transkriptionsfaktorer, som regulerer både fremmende og hæmmende gener for cellecyklus, 
herunder cyclin D1 og D2 [Chang et al., 2003].   
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Figur 16 MAPK signalvejen. Ekstracellulære signaler aktiverer et G-protein (Ras) i cellemembranen, hvilket 
fører til fosforyleringaf MAPKKK (Raf). MAPKKK aktiverer dernæst MAPKK (MEK) der igen fosforylerer 
MAPK (ERK). ERK aktiverer en række transkriptionsfaktorer i nukleus der kan føre til transkriptionen af fx 
cyclin D1 og D2 [Redigeret efter: Kolch, 2000, s. 290].    
 
Nedbrydning af cyclin D isoformer ved ubiquitin-proteasomsignalvejen 
Ud over, at Ras kan indgå i Ras/Raf/MEK/ERK signalvejen, kan Ras også aktivere en række andre 
signalveje, herunder en signalvej, der hæmmer nedbrydningen af cyclin D isoformer. Dette sker 
ved at hæmme ubiquitin-proteasomsignalvejen [Musgrove, 2006].  
Den ubiquitinafhængige nedbrydning af cyclin D1 igangsættes af en fosforylering af en enkelt 
threonine aminosyre Thr-286 i cyclin D1 [Ekholm & Reed 2000]. Den specifikke fosforylering 
sker via glykogen syntase kinase 3β (GSK-3β) [Diehl et al., 1998], og når Ras hæmmer ubiquitin-
proteasomsignalvejen sker det netop via en hæmning af GSK-3β, således at nedbrydningen af 
cyclin D1 ikke kan initieres [Diehl et al., 1998] 
 
Ubiquitin-proteasomsignalvejen nedbryder ikke blot cyclin D1, men er en generel mekanisme til at 
nedbryde cycliner og andre proteiner [Nelson & Cox, 2005, s. 468]. Ubiquitin-
proteasomsignalvejen kan generelt inddeles i to trin. I første trin bindes ubiquitinmolekyler til 
proteiner, der skal nedbrydes fx på grund af skader i det pågældende protein. Bindingen af 
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ubiquitinmolekyler danner en polyubiquitinkæde på proteinet, der skal nedbrydes. I det andet trin 
genkender et proteasom det protein, der er mærket med ubiquitin, hvorefter det nedbryder proteinet 
[Ciechanover, 1998]. Herefter frigives de anvendte ubiquitinmolekyler, hvorved de kan 
genanvendes til nedbrydning af nye proteiner [Ciechanover, 1998]. 
6.1.3 Regulering af G1-fasen ved CKI 
G1-fase progressionen bliver som nævnt reguleret kooperativt af D-Cdk4/6 og E-Cdk2 i 
fosforyleringen af Rb, hvorfor en regulering af disse cyclin-Cdk komplekser er central i forhold til, 
hvordan G1-fase progressionen reguleres. Aktiviteten af D-Cdk4/6 og E-Cdk2 reguleres negativt af 
cyclinafhængige kinaseinhibitorer (CKI) [Blomen & Boonstra, 2007]. CKI’er kan hæmme cyclin-
Cdk komplekserne og dermed modvirke hyperfosforyleringen af Rb og progressionen af G1-fasen. 
Niveauet af CKI’er bliver styret gennem MAPK signalvejen [Chang et al., 2003]. 
Der findes to familier af CKI’er henholdsvis INK4 og Cip/Kip. INK4, hvor fx p16 hører under, 
hæmmer specifikt den katalytiske subunit i Cdk4 og 6. INK4 kan ikke hæmme andre Cdk’er. 
Cip/Kip kan hæmme D- E- og A- afhængige kinaser, og til denne CKI familie hører blandt andet 
p21og p27 [Sherr & Roberts, 1999]. 
6.1.4 p21 og p27 
Der er forsøg, der indikerer, at p21 og p27 ikke kun har en hæmmende men også en fremmende 
effekt på de cyclin D afhængige kinaser Cdk4 og Cdk6 [Blomen & Boonstra, 2007; Sherr & 
Roberts, 1999]. Det er observeret, at det er koncentrationsafhængigt om p21 og p27 virker 
hæmmende eller fremmende på Cdk4/6 [LaBaer et al., 1997; Sherr & Roberts, 1999]. 
 
I forsøg udført af Xlong et al. 1993 vises det, at p21 hæmmer celleprolifereringen. Dette 
observeres, da spodoptera frugiperda celler (Sf-9) inficeret med baculovira kodende for cyclin D1 
og Cdk4 har en akkumulering af cyclin D-Cdk4-p21 komplekser ved en eksponering for stigende 
koncentrationer af p21. Ved denne akkumulering blev det desuden observeret, at Rb 
fosforyleringen hæmmes. Ved transfektion af humane osteosarcoma cellelinier (SAOS-2) med et 
plasmid, der koder for overekspression af p21, blev det ligeledes observeret, at celleprolifereringen 
blev hæmmet [Xlong et al., 1993].  
Effekten af p21 i forsøg lavet af LaBaer et al. 1997 viser, at p21 kan have en fremmende virkning 
på kompleksdannelsen og kinaseaktiviteten ved lave koncentrationer. Aktiviteten af D-Cdk 
komplekset hæmmes ikke, hvis forholdet mellem cyclin D isoformerne, Cdk og p21 er 1:1:1, men 
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hæmmer muligvis ved højere koncentrationer [Sherr & Roberts, 1999]. Det blev observeret ved en 
western blot analyse af U2SO celler, der var transfekteret med plasmider kodende for Cdk4/6 og 
cyclin D (D1, D2 og D3), at der kun var en svag binding mellem cyclin D og Cdk4. Tilsvarende 
forsøg med plasmider kodende for cyclin D1, Cdk4 og p21 eller p27 resulterede i en signifikant 
øgning af D1-Cdk4 kompleksdannelsen, hvorfor p21 og p27 synes at facilitere 
kompleksdannelsen. Ved højere koncentrationer af p21 blev det observeret, at p21 stadig inducerer 
D1-Cdk4 kompleksdannelsen, men at kinaseaktiviteten er hæmmet [LaBaer et al., 1997]. 
Andre forsøg understøtter, at p21 og p27 fremmer dannelsen af D1-Cdk4. Cheng et al. 1999 viser 
ved forsøg med museembryofibroblastceller (MEF), at niveauet af D-Cdk4 falder mere end 10 
gange i celler uden p21 og p27. Ligeledes observeredes et fald i niveauet af cyclin D1. Det menes 
dog ikke, at det er årsagen til det lave niveau af cyclin D-Cdk4, da en infektion med en retrovirus 
kodende for cyclin D1 medførte et øget niveau af heraf, uden at der blev observeret en stigning i 
cyclin D1-Cdk4 kompleksdannelsen [Cheng et al., 1999]. Ved p21 og p27 ekspression steg 
niveauet af cyclin D1 og formationen af D1-Cdk4 imidlertid. Det er muligt, at p21 og p27 hæmmer 
fosforyleringen af Thr-286 i cyclin D1 og den deraf følgende nedbrydning af cyclin D1 [Cheng et 
al., 1999]. 
I N-terminalen af p21 er bindingsdomæner for cyclin og Cdk, og det menes, at disse er årsagen til 
p21’s fremmende effekt på kompleksdannelsen. Det udledes på baggrund af, at deletioner i 
bindingsdomænerne for cyclin og Cdk i p21 forårsagede, at enten cyclin eller Cdk ikke kunne 
binde sig afhængigt af hvilket domæne, der var deletioner i, og det resulterede i, at der ikke blev 
dannet komplekser [LaBaer et al., 1997].  
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7 Regulering af cyclin D isoformer ved ROS 
Cyclin D isoformerne er en vigtig aktør i reguleringen af G1-fasen, hvorfor niveauet heraf er 
afgørende for forløbet af cellecyklus. Studier har vist, at forskellige niveauer af ROS kan hæmme 
cellecyklus og have en indvirkning på niveauet af cyclin D isoformerne og dermed reguleringen af 
G1- til S-fasen.      
7.1 HeLa ρ0-celler har et nedsat niveau af cyclin D3 og ROS 
HeLa celler uden mtDNA (ρ0-celler) har større fordoblingstid og dermed en langsommere 
celleproliferering sammenlignet med vildtypeceller (wt). Den hæmmede celleproliferering bliver 
observeret i både G1-, S- og G2-fasen, grundet at distributionen af celler i de forskellige faser er 
uændret. Wt-celler behandlet med ethidium bromid (EtBr) i 4 dage har en fordoblingstid svarende 
til ρ0-cellerne og dermed en svækket celleproliferering. Effekten af EtBr er dog reversibel, da det 6 
dage efter endt behandling kan observeres, at celleprolifereringen og oxygenforbruget er normalt. 
Disse celler kaldes ρ0-fænotypekopier [Schauen et al., 2006]. 
Det bliver vist, at ρ0-cellerne har et nedsat proteinniveau af cyclin D3, og at ρ0-
fænotypekopicellerne ikke har et ændret niveau af cyclin D3 ved hjælp af western blot analyser. 
Tilsvarende forsøg med cybriderne HeEB1, der er HeLa ρ0-celler fusioneret med enuklererede wt-
celler, viser, at disse har det samme niveau af cyclin D3 som wt, og at dette ikke bliver ændret ved 
behandling med EtBr. Dette viser, at den genetiske baggrund ikke er årsagen til de observerede 
forskelle i cyclin D3 niveauet [Schauen et al., 2006]. 
 
Både ρ0 og ρ0-fænotypekopicellerne har en nedsat mængde af ROS sammenlignet med wt, dog er 
koncentrationen af ROS i ρ0-fænotypekopien ikke så lav som i ρ0-cellerne (se figur 17). Der bliver 
ikke påvist nogen sammenhæng mellem cyclin D3 og et nedsat niveau af ROS [Schauen et al., 
2006]. 
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Figur 17 ROS-niveauet i forskellige celler. Rho0 er ρ0, d0 er celler uden EtBr, og d6 er celler behandlet med 
EtBr i 4 dage efterfulgt af 2 dage uden EtBr [Redigeret efter: Schauen et al., 2006, s. 109].  
7.2 N-acetyl-cystein mindsker niveauet af cyclin D1 og ROS i MEF-
celler  
N-acetylcystein (NAC) bliver ofte brugt i forbindelse med at undersøge ROS’ rolle i forskellige 
signalveje heriblandt i forbindelse med regulering af cellecyklus. 
NAC er en antioxidant, og in vivo forsøg har vist, at dens funktion er at tilføre cystein, som er 
vigtig i GSH-syntesen [Atkuri et al., 2007]. NAC menes dog også at have en anden rolle idet NAC 
kan mediere formationen af .O2-, grundet at NAC indeholder en thiol-gruppe (SH) [Menon et al., 
2007]. Dannelsen af .O2- sker ved, at thiolgruppen i NAC oxideres således, at der dannes et thiyl 
radikale (.RS). Thiyl radikalet kan ved reaktion med en thiolat anion (RS-) danne disulfidradikalet 
⋅RSSR-. .O2- dannes således ved, at oxygen reagerer med ⋅RSSR- (⋅RSSR- + O2 → RSSR + .O2-) 
[Wlodek, 2002]. 
 
Det er vist, at NAC medfører et fald i niveauet af ROS samtidig med et fald i cyclin D1 niveauet. 
Ved at eksponere MEF-celler for 20 mM NAC i 12 timer observeres en hæmning af den tidlige G1-
fase i første og anden cellegeneration, og det samme er tilfældet for en NAC-eksponering i 24 
timer. De andre faser i cellecyklus er upåvirkede [Menon et al., 2003]. I sammenhæng med den 20 
mM NAC-inducerede hæmning af celler i tidlig G1-fase bliver det ud fra immunoblot analyse 
                            Fold change:               1                  0,18                0,06               0,08  
   
   
35 
observeret, at niveauet af cyclin D1 er nedsat med 70 % ved måling efter 6, 12 og 24 timer (se 
figur 18a).  
 
 
Figur 18 a) Immunoblot af Cyclin D1, p27 og Rb ved eksponering med 20mM NAC til forskellige tidspunkter.  
Cyclin D1 niveauet falder, hvorimod p27 niveauet stiger. Hyper-(pRb) og hypofosforyleret Rb (Rb) ses som et 
diffust bånd ved 0 og 6 timer, mens der ved 12 og 24 timer ses mere Rb, da hypofosforyleret Rb bevæger sig 
hurtigere i en gel end hyperfosforyleret Rb. Blottet viser således, at NAC øger niveauet af Rb. b) Efter endt 
NAC-eksponering ses, at cyclin D1 niveauet stiger og p27 niveauet falder. Desuden ses der en stigning i pRb. 
Actin niveauet bruges som loadingkontrol [Menon et al., 2003, s. 2114]. 
 
I et andet forsøg, hvor NAC bliver fjernet fra cellernes vækstmedium, bliver der lavet en 
tilsvarende immunoblot analyse, som viser et markant øget cyclin D1 niveau ved måling efter 4 og 
10 timer efter NAC-eksponeringens ophør (se figur 18b). Disse resultater indikerer, at NAC- 
eksponeringen har en effekt på cellecyklusregulatorer herunder cyclin D1 [Menon et al., 2003].  
 
En seksdobbelt stigning i niveauet af intracellulære lav-molekyl-vægt thioler som NAC, GSH og 
cystein, bliver observeret i forbindelse med en hæmning af MEF-celler i den tidlige G1-fase og fald 
i cyclin D1 proteinniveauet ved 20 mM NAC-eksponering i 12 timer. Samtidig bliver der 
observeret et fald i niveauet af prooxidanter på 40 % [Menon et al., 2003].  
Ved efterfølgende fjernelse af NAC efter 12 timers eksponering falder niveauet af GSH og cystein 
samtidig med, at niveauet af prooxidanter stiger. Efter 12 timer uden NAC er 49 % af cellerne i S-
fasen, hvorimod celler eksponeret for NAC i 12 timer har mellem 7-11 % i S-fasen [Menon et al., 
2003]. I et forsøg med synkroniserede celler, der alle starter i G0 fasen bliver det observeret, at 
eksponering med 20 mM NAC ikke resulterer i større ændring i prooxidantniveauet. I 
kontrolcellerne observeres derimod en stigning i prooxidantniveauet efter 4 timer, det er dog faldet 
                  a)                                         b)  
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igen ved målinger efter 6 timer. Dette indikerer, at redoxniveauet er vigtig i forbindelse med 
overgangen fra G1- til S-fasen [Menon et al., 2003].  
7.3 NAC-induceret hæmning af cellecyklus ses i forbindelse med et 
nedsat cyclin D1 og ROS niveau i NIH3T3 celler  
Asynkront voksende musefibroblastceller (NIH3T3) inkuberet med 5-30 mM NAC i 48 timer har 
en hæmmet celleproliferering i en NAC koncentrationsafhængig effekt. Endvidere fremgår det, at 
NIH3T3 celler blokeres i G1-fasen ved inkubering med 20 mM NAC i 24-72 timer [Sekharam et 
al. 1997].  
Det er endvidere påvist, at den NAC-inducerede blokering i G1-fasen medfører, at cyclin D1 
niveauet falder, hvilket er set ud fra immunoblot af NIH3T3 celler tilsat 20 mM NAC i 0-24 timer 
(se figur 19). Dette er set i sammenhæng med, at det intracellulære niveau af ROS er nedsat 
[Sekharam et al., 1997]. Dette indikerer, at der er en sammenhæng mellem et nedsat ROS niveau 
og cyclin D1. 
 
 
Figur 19 Immunoblot af niveauet af cyclin D1 ved behandling med 20 mM NAC i 3, 6, 9 og 24 timer. N angiver 
NAC eksponering, og C angiver kontrol [Sekharam et al., 1997, s. 214].    
7.4 NAC inducerer forlængelse af G1-fasen og fald i cyclin D1 og 
stigning I ·O2- niveauet i NIH3T3 celler  
NIH3T3 celler, der vokser i et medium med 5-20 mM NAC i 24 timer, øger andelen af celler i G1-
fasen. Sammenhængen udledes at være koncentrationsafhængig. 90 % af cellerne er i G1-fasen ved 
20 mM NAC i 24 timer, hvor en normal NIH3T3 celle gennemgår G1-fasen på ca. 12 timer 
[Menon et al., 2007]. 
Cyclin D1 niveauet falder i takt med større koncentrationer af NAC, hvilket bliver vist ved western 
blot analyser af celler eksponeret i 24 timer for 5-20 mM NAC. I de celler, der vokser 24 timer i 
medium indeholdende 20 mM NAC observeres det, at cyclin D1 niveauet kun er 10 % af det 
normale (se figur 20) [Menon et al., 2007].  
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Figur 20 Cyclin D1 niveauet ved eksponering med forskellige koncentrationer af NAC. Ved stigende 
koncentrationer af NAC falder cyclin D1 niveauet [Menon et al., 2007, s. 6394]. 
 
Desuden vises det, at cyclin D1 niveauet falder jo længere tid cellerne vokser i 20 mM NAC-
medium (se figur 21) [Menon et al., 2007]. 
 
Figur 21 Cyclin D1 niveauet ved forskellige eksponeringstider med 20 mM NAC [Menon et al., 2007, s. 6395]. 
 
I et andet forsøg bliver NIH3T3 celler synkroniseret til alle at være i G0 fasen. Herefter bliver de 
stimuleret til samtidigt at indgå i cellecyklus igen, hvor de bliver eksponeret for 20 mM NAC. I 
kontrolceller uden NAC observeres en stigning i cyclin D1 niveauet efter 8-10 timer. Der bliver 
derimod ikke observeret en stigning i cyclin D1 niveauet ved de NAC-eksponerede celler ved 
målinger op til 12 timer efter, at cellerne bliver stimuleret til at genoptage cellecyklus (se figur 22) 
[Menon et al., 2007]. 
 
Figur 22 Cyclin D1 i niveauet i synkroniserede celler ved forsøg uden og med 20 mM NAC. I kontrolceller 
stiger cyclin D1 niveauet, hvorimod cyclin D1 niveauet falder i celler eksponeret for NAC [Menon et al., 2007, s. 
6395].  
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Endvidere påviser forsøg, at der ikke er forskel på cyclin D1’s mRNA niveau ved forskellige 
koncentrationer af NAC analyseret ved en real time PCR analyse, hvilket indikerer, at cyclin D1 
ikke reguleres på transkriptionsniveau [Menon et al., 2007].  
Det bliver dog vist, at der ikke sker nogen ændringer i cellecyklus, når D1-T286A mutant celler 
behandles med NAC. Cyclin D1 nedbrydes ikke i denne mutant, da den ikke kan fosforyleres af 
GSK-3β, der initierer ubiquitin-proteasomsignalvejen. I andre celler med et vedvarende højt niveau 
af cyclin D1, bliver der heller ikke observeret ændringer i cyclin D1 niveauet ved forskellige 
koncentrationer af NAC [Menon et al., 2007].  
7.4.1 NAC øger niveauet af ·O2- samtidig med, at cyclin D1 niveauet 
mindskes 
En fordobling af mængden af .O2- i celler behandlet med 20 mM NAC i én time vises ud fra 
elektron spin resonans. Det bliver desuden observeret, at der efter 24 timers behandling med NAC 
igen er et normalt niveau af .O2- [Menon et al., 2007]. 
Derudover bliver der udført forsøg, hvor NIH3T3 celler både bliver behandlet med 20 mM NAC i 
24 timer og Tiron [Menon et al., 2007]. Tiron efterligner SOD og omdanner således .O2- til H2O2 
[Ghosh et al., 2002]. Disse celler har kun 68 % af cellerne i G1-fasen i modsætning til celler, der 
kun er behandlet med NAC, hvor 91 % af cellerne er i G1-fasen. Desuden bliver det observeret, at 
cyclin D1 niveauet ikke falder i celler eksponeret for Tiron og NAC i forhold til celler, der kun 
behandles med NAC, hvorfor Tirons omdannelse af .O2- fjerner NAC’s effekt på cellecyklus 
[Menon et al., 2007]. 
Resultaterne indikerer, at NAC fører til stop i G1-fasen gennem en midlertidig stigning i niveauet 
af .O2- og deraf følgende fald i cyclin D1 niveauet [Menon et al., 2007].  
7.5 H2O2 nedsætter niveauet af cyclin D1 og D3 i NIH3T3-celler   
Det bestyrkes i et forsøg, at et øget niveau af H2O2 resulterer i et midlertidigt stop i G1-, S- og G2-
fasen i NIH3T3 celler [Barnouin et al., 2002], hvilket er i modsætning til tidligere forsøg, der viser, 
at et nedsat ROS niveau fører til hæmning af celleprolifereringen [Shauen et al., 2006, s.105]. Det 
bliver observeret, at NIH3T3 cellerne har en betydeligt svækket DNA-syntese efter to timers 
exogen eksponering med 250 µM H2O2. Efter 48 timers eksponering bliver der observeret en mere 
normal celleproliferering [Barnouin et al., 2002]. 
Der er observeret en sammenhæng mellem et fald i niveauet af cyclin D1 og D3 og en eksponeríng 
for 250 µM H2O2 i NIH3T3 celler ved en western blot analyse [Barnouin et al., 2002]. Der 
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observeres dog ikke et måleligt niveau af cyclin D2 [Barnouin et al., 2002]. Cyclin D1 og D3 
proteinniveauerne er lavest efter 4 timers eksponering for H2O2, hvorefter cyclin D1 og D3 
ekspressionen stiger igen (se figur 23) [Barnouin et al., 2002].  
 
Figur 23 Cyclin D1 og D3 niveauet i celler eksponeret med H2O2 i forskellige tidsintervaller. Niveauet af cyclin 
D1 og D3 falder indtil 4 timer, hvor det er lavest. Derefter stiger niveauet igen og efter 24 timer ses, at det 
svarer til kontrollen [Barnouin et al., 2002, s. 13766] 
 
Kinaser i NIH3T3 celler udsat for 250 µM H2O2 er signifikant inaktive, hvilket ses ud fra 
immunopreciptation kinase assays. Niveauet af Cdk4 forbliver uændret ved udsættelse for H2O2, 
dog er D-Cdk4 aktiviteten nedsat, hvilket kan sættes i sammenhæng med det nedsatte cyclin D1 og 
D3 niveau [Banouin et al., 2002].  
7.6 Cyclin D1 og D2 niveauet er koncentrationsafhængig af H2O2 i 
Her14-celler 
Et fald i cyclin D1 og D2 niveauet bliver observeret i NIH3T3 celler med indsat cDNA, der koder 
for humane væksfaktorreceptorer (Her14). Faldet i cyclin D1 og D2 bliver observeret ved en 
eksponering med 0-1 mM H2O2 i 2 timer [Muñoz et al. 2001]. Derimod vises det, at eksponering 
for 3-5 mM H2O2 i to timer resulterer i et cyclin D1 og D2 niveau, der er sammenlignelig med 
kontrolcellernes. Ved eksponering med 3 mM H2O2 i 0-3 timer er cyclin D1 og D2 niveauet 
konstant og dermed uafhængig af eksponeringstiden. Forsøg uden H2O2 viser, at niveauet af cyclin 
D1 og D2 falder væsentlig allerede indenfor den første time. Forsøgene indikerer, at niveauet af 
cyclin D1 og D2 er koncentrationsafhængigt af H2O2 [Muñoz et al., 2001].  
7.7 mtROS regulerer cellecyklus 
mtROS har en regulerende effekt på cellecyklus, hvilket observeres i forsøg, hvor HeLa wt celler 
behandles med mitoquinol (MitoQ). MitoQ er en Q analog, der fungerer som antioxidant i 
mitokondriet. Grundet at MitoQ er lipofil kan den passere membraner, og idet den har en kationisk 
triphenylphosphonium (TPP) del koncentreres den i mitokondriet. Som en kontrol hertil bliver der 
lavet forsøg med en lignende Q analog (idebenon), der ikke har TPP effekten, og derfor ikke 
koncentreres i mitokondriet. Derudover bliver der også lavet et andet kontrol forsøg med 
methyltriphenylphosphonium, der ligeledes har en lipofil og kationisk del, så det koncentreres i 
mitokondriet, men som ikke har en antioxidant egenskab. Efter behandling med MitoQ i fire dage 
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begynder wt cellerne at vokse langsommere sammenlignet med de to kontroller, hvor der ikke 
bliver observeret en påvirkning af cellecyklus. Efter otte dage stoppedes behandlingen med MitoQ, 
og to dage herefter er cellevæksten i cellerne behandlet med MitoQ normal. Det kan derfor 
udledes, at en nedregulering af mtROS i HeLa celler kan føre til en langsommere celleproliferering 
[Schauen et al., 2006].  
7.8 Ændringer i MnSOD kan være en indikator for mtROS  
Det normaliserede niveau af .O2- efter 24 timers eksponering for 20 mM NAC kan hænge sammen 
med en markant stigning af niveauet af MnSOD efter næsten 24 timer, hvor niveauet af CuZnSOD 
derimod er uændret (se figur 24) [Menon et al., 2007].  
 
Figur 24 Niveauet af MnSOD og CuZnSOD ved behandling med 20 mM NAC ved forskellig varighed [Menon 
et al., 2007, s. 6394].  
 
Forsøg viser desuden, at MnSOD aktiviteten i NIH3T3 celler udsat for NAC afhænger af, hvor 
længe cellerne bliver eksponeret for NAC, hvorimod det bliver observeret, at CuZnSOD 
aktiviteten er uændret. Det bliver observeret, at stigningen i MnSOD aktiviteten er som følge af, at 
cellerne bliver behandlet længere tid med NAC. Dette er observeret i sammenhæng med et fald i 
andelen af celler i S-fasen (se figur 25) [Menon et al., 2007]. 
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Figur 25 Andelen af celler i S-fasen (angivet som sort firkant) samt aktiviteten af MnSOD, CuZnSOD og 
katalse ved eksponering for 20 mM NAC i forskellige tidsperioder [Menon et al., 2007, s. 6396].  
 
Niveauet af mRNA for MnSOD er dog konstant, hvilket vises ud fra kvantitativ PCR. Derfor 
afhænger stigningen i proteinniveauet og aktiviteten ikke af mRNA niveauet [Menon et al., 2007].  
På baggrund af afsnit 4.1. ’Omdannelse af .O2- via SOD’ fremgår det, at MnSOD forefindes i 
mitokondriet, hvorfor en øget aktivitet heraf muligvis kan være en indikator på den observerede 
stigning i niveauet af .O2-. CuZnSOD aktiviteten er derimod ikke ændret, hvorfor dette kan tyde på, 
at det er mitokondrielt .O2-, der har en regulerende effekt.   
7.9 Andre faktorer der kan have en sammenhæng med ROS og cyclin 
D isoformer 
7.9.1 Fald i niveauet af cyclin D isoformer og ændringer i p21 niveauet 
Forsøg viser som nævnt, at proteinniveauet af cyclin D1 og D3 er nedsat ved behandling med 250 
µM H2O2. Endvidere vises, at niveauet af p21 er øget ved udsættelse for 250 µM H2O2 ud fra en 
western blot analyse. p21 niveauet er højst efter 4 timer, hvilket svarer til det tidspunkt hvor cyclin 
D1 og D3 niveauet er lavest. Ydermere viser en northern blot analyse, at mRNA niveauet for p21 
er øget og højest ved 4 timer efter eksponering med H2O2. Dette indikerer at p21 kan have en 
nedregulerende effekt på niveauet af cyclin D1 og D3 [Barnouin et al., 2002].   
 
Andre forsøg påviser en anden sammenhæng mellem cyclin D3 niveauet og p21 i ρ0-celler. Der 
observeres et fald cyclin D3 niveauet samt et fald i proteinniveauet af p21 ved en western blot 
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analyse [Schauen et al., 2006], i modsætning til ovenstående forsøg (se figur 26) [Barnouin et al. 
2002].  
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Figur 26 Et opreguleret niveau af H2O2 fører til et nedsat niveau af cyclin D1 og D3, men samtidig opregulering 
af p21 [Barnouin et al., 2002]. Et nedsat niveau af ROS i ρ0-celler medfører et nedsat niveau af cyclin D3 og p21 
[Schauen et al., 2006].  Egen illustration. 
I forsøg undersøges også niveauet af p21 i ρ0-fænotypekopierne (wt celler behandlet med EtBr i 4 
dage), ved en western blot analyse. Forsøget viser, at p21 niveauet er markant reduceret og 
sammenlignelig med ρ0-celler, selvom cyclin D3 niveauet ikke er nedsat i ρ0-fænotypekopier. 
Desuden bliver det observeret, at niveauet af p21 bliver normalt efter fjernelse af EtBr. Tilsvarende 
forsøg med HeEB1 celler viser også et markant fald i p21 niveauet ved behandling med EtBr. På 
baggrund heraf kan det tyde på, at et lavere niveau af ROS kan føre til en nedregulering af p21 
[Schauen et al., 2006].  
 
Forsøg viser, at behandling af 308 papilloma celler, som er neoplastiske celler fra museskind med 
20 mM NAC medfører en forlænget G1-fase, grundet at der observeres en større andel af celler i 
G0- og G1-fasen. Samtidigt vises det, at der er et øget niveau af p21 ved en western blot analyse. 
Det observeres yderligere ved en northern blot analyse, at mRNA for p21 er tilsvarende øget 
sammenholdt med p21proteinniveauet. p21-nul celler eksponeret for 5 mM NAC i 24 timer viser 
den samme andel af celler i G1-fasen som i wt celler behandlet med NAC, hvorfor p21ikke synes 
involveret i den NAC inducerede hæmning af G1-fasen [Liu et al., 1999].  
 
Et andet forsøg med p16-knockout celler behandlet med 5 mM NAC i 24 timer viser, at der er 40 
% færre celler, der bliver hæmmet i G1-fasen end celler, der  blev behandlet med NAC, med som 
ikke var p16-knockout. Endvidere vises at niveauet af p16 stiger ved eksponering med 5 mM NAC 
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i tidsperioden 0-24 timer, hvilket vises ud fra en western blot analyse. Det kan derfor udledes, at 
p16 har en effekt i den NAC inducerede hæmning af G1-fasen [Liu et al., 1999].  
7.9.2 Fald i niveauet af cyclin D isoformer og et ændret p27 niveau 
Forsøg viser en stigning i p27 niveauet ved et immunoblot. Stigningen bliver både observeret efter 
12 og 24 timers eksponering for 20 mM NAC (se figur 18a). Denne stigning observeres samtidig 
med, at cyclin D1 niveauet falder og en større andel af hypofosforyleret Rb. Ved efterfølgende 
fjernelse af NAC fra cellernes vækstmedium bliver der lavet et tilsvarende immunoblot, hvor det 
10 timer efter ophør af NAC eksponering observeres, at p27 niveauet falder (se figur 18b). Der 
observeres dog allerede en stigning i cyclin D1 niveauet efter 4 timer. Der er endvidere observeret 
en større andel af hyperfosforyleret Rb. Det er derfor muligt at p27 hæmmer cyclin D1 og 
hyperfosforyleringen af Rb [Menon et al., 2003].  
I et andet forsøg vises det derimod, at p27 niveauet er nedsat samtidig med, at cyclin D1 og D3 
niveauet er nedsat ved eksponering for 250 µM H2O2 [Barnouin et al., 2002]. Dette kan tyde på at 
et øget niveau af H2O2 fører til hæmning af både cyclin D1, D3 og p27 (se figur 27).  
I et andet forsøg bliver niveauet af p27 ligeledes undersøgt, hvor det observeres, at p27 niveauet er 
reduceret til det samme niveau i både ρ0 og i ρ0-fænotypekopiceller. På baggrund heraf kan det 
tyde på, at et lavere niveau af ROS kan føre til en nedregulering af p27. Behandling af HeEB1 
celler med EtBr viser dog ikke en markant ændring i niveauet af p27 [Schauen et al., 2006].  
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Figur 27 Et øget niveau af H2O2 hæmmer cyclin D1, D3 og p27 [Barnouin et al., 2002]. Et nedsat niveau af ROS 
i ρ0-celler og ρ0-fænotypekopiceller hæmmer cyclin D3 og p27 [Schauen et al., 2006]. Celler eksponeret for NAC 
medfører hæmning af cyclin D1 og opregulering af p27 [Menon et al., 2003]. Egen illustration.  
7.9.3 Et fald i niveauet af cyclin D1 og nedsat aktivitet af p42 og p44 
Ved analyse af aktiviteten af p42 og p44 fremgår det, at aktiviteten af disse er nedsat i NIH3T3 
celler udsat for 20 mM NAC ved alle målinger i tidsrummet fra 3-24 timer (se figur 28). Endvidere 
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bliver det vist, at den nedsatte aktivitet ikke skyldtes et nedsat proteinniveau af p42 og p44, da 
dette er konstant ved alle målinger. Den nedsatte aktivitet af MAP kinaserne  kan muligvis være 
årsag til det observerede nedsatte niveau af cyclin D1 [Sekharam et al., 1997].  
 
Figur 28 Immunoblot af niveauet af cyclin D1, p42 og p44samt aktiviteten af p42 og p44ved behandling med 20 
mM NAC i 3, 6, 9 og 24 timer. N angiver NAC eksponering, og C angiver kontrol [Sekharam et al., 1997, s. 
214].    
 
Her14 celler udsat for 0-1 mM H2O2 har et nedsat niveau af cyclin D1 og D2. Derimod medfører 
behandling med 3-5 mM H2O2, at niveauet af cyclin D1 og D2 er vedvarende og svarer til 
kontrollen. Det vedvarende niveau bliver set i sammenhæng med en øget aktivitet af p42og p44. 
Ved tilsætning af MAPK inhibitorer bliver defosforylering af MAP kinaserne observeret, men 
dette har ingen effekt på cyclin D1 og D2. Dette indikerer, at den H2O2 inducerede stigning i 
p42og p44 aktiviteten ikke har en indvirkning på cyclin D1 og D2 (se figur 29) [Muñoz et al., 
2001]. 
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Figur 29 NAC øger p42 og p44 aktiviteten (vist med stiplede linier), samtidig med et nedsat niveau af cyclin D1 
[Sekharam et al., 1997]. Eksponering med 3-5 mM H2O2 medfører et vedvarende niveau af cyclin D1 og D2 
samtidig med en øget aktivitet af p42 og p44 [Muñoz et al., 2001]. Egen illustration. 
7.9.4 Øget cyclin D1 og D2 niveau og en H2O2-induceret hæmning af 
ubiquitin-proteasomsignalvejen 
Her14 celler har et vedvarende niveau af cyclin D1 og D2, når de bliver udsat for 3 mM H2O2 i en 
time og efterfølgende bliver overført til et medie med 25 mM proteasomhæmmer. Det skal ses i 
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forlængelse af, at forsøg uden denne proteasomhæmmer resulterer i et hurtigt fald af cyclin D1 og 
D2. Desuden bliver det observeret, at cellerne, der har været eksponeret for H2O2, er længere tid 
om at nedbryde cyclin D1 og D2. Nedbrydningshastigheden afhænger af eksponeringstiden. Dette 
indikerer, at H2O2 påvirker ubiquitin-proteasomsignalvejen, så cyclin D1 og D2 ikke nedbrydes 
[Muñoz et al., 2001]. 
7.9.5 En NAC-induceret hæmning af cellecyklus i forhold til H2O2 
Forsøg viser som tidligere beskrevet et fald i cyclin D1 niveauet og en hæmmet cellecyklus ved 
behandling med 20 mM NAC over en tidsperiode på 24 timer. Der bliver samtidigt observeret en 
stigning i aktiviteten af MnSOD. Tilsvarende bliver der observeret en stigning i H2O2 niveauet, og 
aktiviteten af katalase stiger til det dobbelte efter 24 timer. Derfor bliver det undersøgt, hvorvidt 
H2O2 er afgørende for NAC’s hæmning af cellecyklus. NIH3T3 celler bliver eksponeret for 
katalase eller transduceret med et katalase enzym, inden de bliver behandlet med NAC. Resultatet 
er, at der ikke er nogen ændring i NAC’s hæmmende effekt, og katalase har derfor ikke nogen 
betydning [Menon et al., 2007]. Dette indikerer at H2O2 ikke er væsentlig i den NAC inducerede 
hæmning i cellecyklus. 
 
7.10 Opsummering af sammenhængen mellem ROS og cyclin D 
isoformer 
 
Celletype Behandling 
af celler 
 
Effekt på 
ROS niveau i 
celler 
Effekt på 
niveauet af 
cyclin D 
isoformer i 
celler 
Effekt på 
cellecyklus 
Sammenhæng 
med andre 
proteiner 
Kil
de 
ρ
0
-celler Langvarig  
behandling 
med EtBr 
Nedsat Nedregulering 
af cyclin D3 
proteinniveau 
Hæmmet 
cellecyklus i 
alle faser 
Nedregulering 
af p21.  
Nedregulering 
af p27. 
ρ
0
-
fænotypeko
pier 
4 dages 
behandling 
med EtBr 
Nedsat, men 
mindre nedsat 
end ρ0-celler 
Ingen ændring 
i cyclin D3 
proteinniveau 
Hæmmet 
cellecyklus 
Nedregulering 
af p21. 
Nedregulering 
af p27. 
Schauen 
et al. 
2006 
MEF 20mM NAC Nedsat Nedregulering 
af cyclin D1 
proteinniveau 
Hæmmet i 
tidlig G1-fase 
efter 12 og 24 
timer 
Opregulering 
af p27 efter 12 
og 24 timer. 
Menon et 
al. 2003 
NIH3T3 20mM NAC Nedsat Nedregulering 
af cyclin D1 
Blokering af 
overgang fra 
Nedregulering 
af aktiviteten 
Sekhara
m et al. 
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proteinniveau G1- til S-fasen 
efter 24-72 
timer. 
af p42 og p44, 
men konstant 
proteinniveau 
1997 
NIH3T3 5-20mM 
NAC 
Øget .O2- Nedregulering 
af cyclin D1 
proteinniveau. 
Nedregulering
en er 
koncentrations
- og 
tidsafhængig. 
Konstant 
mRNA niveau 
af cyclin D1. 
Hæmmet 
overgang af 
G1- til S-fasen 
efter 24 timer 
ved alle 
koncentratione
r. 
Ikke undersøgt Menon et 
al. 2007 
MEF 
NIH3T3 
250µM H2O2  
 
 
Øget H2O2 
 
Nedregulering 
af cyclin D1 
og D3 
proteinniveau, 
og er lavest 
ved måling 
efter 4 timer. 
 
Intet målbart 
niveau af 
cyclin D2. 
Svækket 
DNA-syntese 
efter 2 timer.  
Hæmning af 
både i G1-, S- 
og G2-fasen 
efter 4-8 timer. 
p21 niveauet 
opreguleres, og 
er højest 
mellem 4 og 8 
timer.  
mRNA niveau 
for p21 øges.  
 
p27 
nedreguleres 
Barnouin 
et al. 
2002 
Her14 
(NIH3T3 
med cDNA 
kodende for 
humane 
vækstfaktor
er) 
0-1 mM 
H2O2 i 2 
timer  
Øget H2O2 
 
Nedregulering 
af cyclin D1 
og D2 
Ikke undersøgt Øget aktivitet 
af p42 og p44 i 
enkelte forsøg 
Her14 
(NIH3T3 
med cDNA 
kodende for 
humane 
vækstfaktor
er) 
3-5 mM 
H2O2 i 2 
timer 
Øget H2O2 
 
Normalt 
niveau af 
cyclin D1 og 
D2 
Ikke undersøgt Øget aktivitet 
af p42 og p44  
Muñoz et 
al. 2001 
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8 Diskussion af sammenhængen mellem cyclin D isoformer 
og ROS samt implicerede faktorer  
8.1 Sammenhængen mellem cyclin D isoformer og ROS 
Af kapitlet 7 ’Regulering af cyclin D isoformer ved ROS’ kan det udledes, at der er en 
sammenhæng mellem et mindsket niveau af ROS og et fald i niveauet af cyclin D isoformer. Dette 
ses på baggrund af studier af Menon et al. 2003, hvor celler behandlet med NAC hæmmes i 
cellecyklussens tidlige G1-fase, og Sekharam et al. 1997 der viser, at 20 mM NAC fuldstændig 
blokerer cellecyklus i G1-fasen samtidig med, at der blev observeret en nedsat mængde af ROS. 
Den ændrede cellecyklus kan skyldes et nedsat cyclin D1 niveau, som også bestyrkes af Menon et 
al. 2003 og Sekharam et al. 1997, da dette blev observeret i forbindelse med henholdsvis hæmning 
og blokering af cellecyklus. Sammenhængen mellem en mindsket mængde ROS og et fald i 
niveauet af cyclin D isoformer understøttes endvidere af Schauen et al. 2006, der observerer et 
nedsat niveau af cyclin D3 i ρ0-celler samtidig med, at niveauet af ROS er mindsket. Det er dog 
ikke muligt ud fra Schauen et al. 2006 at udlede en konsistent sammenhæng, da forsøg med ρ0-
fænotypekopierne ikke viste et nedsat cyclin D3 niveau, selvom der blev observeret en mindsket 
mængde af ROS i disse celler. Schauen et al. 2006 afviser, at årsagen skal findes i den genetiske 
baggrund, da HeEB1 celler med og uden behandling med EtBr havde det samme niveau af cyclin 
D3 som wt celler. I stedet kunne en forklaring være, at ρ0-fænotypecellerne grundet, at de kun har 
været udsat for EtBr i 4 dage, ikke har fået fjernet mtDNA’et fuldstændig, hvorfor der stadig kan 
være mitokondrier tilbage med funktionsdygtig ETC, der kan producere ROS. En anden forklaring 
kan være, at ETC komplekser endnu ikke er blevet nedbrudt. Den øgede mængde af ROS i ρ0-
fænotypecellerne i forhold til ρ0-cellerne kan være årsag til, at der ikke blev observeret et nedsat 
niveau af cyclin D3. ROS niveauet i ρ0-fænotypecellerne var dog 5 gange mindre end i wt. I wt 
cellerne blev der observeret et højere niveau af både cyclin D3 og ROS, og det kan indikere, at der 
er en koncentrationsafhængig sammenhæng mellem cyclin D3 og ROS. Dette underbygges af, at 
ROS niveauet stiger midlertidigt efter endt NAC eksponering samtidig med en stigning i cyclin D1 
niveauet ifølge Menon et al 2003. Det er derfor muligt, at den midlertidige stigning i prooxidanter 
efter endt NAC-eksponering er den afgørende faktor for, at cyclin D1 niveauet stiger, og celler kan 
gå fra G1- til S-fasen. Dette kan også hænge sammen med den kortvarige stigning i 
prooxidantniveauet, der blev påvist i synkroniserede celler i G1-fasen.  
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I modsætning til ovenfor nævnte sammenhæng, kan en øget mængde ROS føre til et fald i niveauet 
af cyclin D isoformer som beskrevet i kapitlet 7 ’Regulering af cyclin D isoformer ved ROS’. Det 
blev således vist af Menon et al. 2007, at NAC inducerer et kortvarigt øget niveau af .O2- og 
medierer en hæmning af cellecyklus i G1-fasen, som blev observeret i forbindelse med et fald i 
cyclin D1 niveauet. Idet der kun detekteres en stigning i .O2- niveauet den første time efter NAC 
eksponering, og at det øger niveauet og aktiviteten af MnSOD tyder det på, at .O2- muligvis kan 
igangsætte en signalkaskade, der medfører et fald i cyclin D1 niveauet [Pers. comm. Menon, 2008, 
bilag 1].  I modsætning til tidligere omtalte forsøg af Menon et al. 2003, hvor det vises, at NAC 
medfører et fald i niveauet af ROS, observeres her, at NAC øger niveauet af .O2-, men stigningen 
observeres kun den første time efter NAC eksponering.  
I forlængelse af Menon et al. 2007 observerede Barnouin et al. 2002 og Muñoz et al. 2001 et fald i 
niveauet af cyclin D isoformerne som følge af en øget eksponering for H2O2. Barnouin et al. 2002 
observerede samtidig en hæmmet cellecyklus som resultat af H2O2 eksponeringen og et fald i 
cyclin D1 og D3. Muñoz et al. 2001 observerede, at cyclin D1 og D2 niveauet var 
koncentrationsafhængig. Barnouin et al. 2002 undersøger alle cyclin D isoformer, men kun ved én 
koncentration af H2O2 (250 µM), hvorfor en sådan sammenhæng mellem cyclin D isoformer og 
koncentrationen af H2O2 ikke kan ses.  
 
Fælles for Schauen et al. 2006, Menon et al. 2003, Sekharam et al. 1997, Menon et al. 2007 og 
Barnouin et al. 2002 er, at de observerer et fald i niveauet af cyclin D isoformer i forbindelse med 
en hæmmet cellecyklus. Hæmningen af cellecyklus forekommer på samme tid som faldet i cyclin 
D1 og D3 niveauet. En forklaring kan være, at et nedsat niveau af cyclin D1 og D3 i G1-fasen kan 
resultere i, at Rb ikke hyperfosforyleres i samme grad som normalt, hvorfor E2F ikke frigives og 
aktiverer transkriptionen af gener, der er nødvendige for DNA-syntesen. Årsagen til hæmningen af 
cellecyklus kan derfor ikke skyldes cyclin D1’s normale hæmmende effekt på DNA-syntesen, da 
niveauet af cyclin D1 er nedsat. 
 
Der er ikke enighed om, hvorvidt faldet i cyclin D1 og D3 skyldes en reduceret eller øget mængde 
af ROS. Muñoz et al. 2001 viser endvidere, at forskellige niveauer af H2O2 ikke kun fører til et fald 
i cyclin D1 og D2, men også at niveauet stiger til et normalt niveau ved høje koncentrationer af 
H2O2.  
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Det kan ikke udledes, om de observerede effekter af H2O2 kan forekomme i cellen som følge af 
H2O2 dannet i mitokondrierne, da Barnouin et al. 2002 og Muñoz et al. 2001 ikke undersøger de 
intracellulære koncentrationer af H2O2. Grundet, at H2O2 kan passere membranen, må 
koncentrationen af H2O2 stige i cellen ved eksponering herfor. Ekstracellulær behandling med 
H2O2 kan således være et udtryk for, hvordan en øget produktion heraf i mitokondriet kan påvirke 
niveauet af cyclin D isoformerne, men er dog ikke et direkte udtryk for mtROS. 
Koncentrationen af H2O2 i cellens mitokondrie er normalt mellem 1nM-0,1µM. I forsøgene blev 
der anvendt meget højere koncentrationer af H2O2, hvorfor koncentrationen heraf i mitokondriet 
må være væsentligt forøget, selvom en del H2O2 bliver omdannet via antioxidanter. 
Det kan diskuteres, hvorvidt en sådan forhøjet koncentration af H2O2 som den tilsatte, kan 
forekomme i mitokondriet ud fra .O2- dannet i ETC. Det er derfor usikkert, om sammenhængen 
mellem H2O2 og cyclin D isoformer kan forekomme som følge af mitokondrielt H2O2. 
Forsøg udført af Schauen et al. 2006 indikerer dog, at det specifikt er mtROS, der har en 
indvirkning på reguleringen af cellecyklus ved nedsat ROS-niveau, idet forsøg med MitoQ 
hæmmede wt cellers cellecyklus. Det påvises imidlertid ikke, om mtROS’s effekt sker via cyclin 
D3.  
Forsøg af Menon et al 2007 indikerer ligeledes, at det er mtROS specifikt .O2-, der påvirker 
cellecyklus. Menon et al. 2007 observerer ændringer i proteinniveau og aktiviteten af MnSOD, 
men ikke i Cu/Zn-SOD. På grund af, at MnSOD kun forefindes i mitokondriet, og Cu/Zn-SOD 
derimod fortrinsvis er i cytosolen som beskrevet i afsnit 4.1.’Omdannelse af ·O2- via SOD’ 
bestyrkes det, at det kan være mitokondrielt .O2-, der via MnSOD kan have en effekt på cellecyklus 
og cyclin D1 niveauet. 
 
Alle forsøgene indikerer, at der er en sammenhæng mellem cyclin D isoformer og ROS. Enkelte 
forsøg tyder på, at mtROS kan være afgørende for denne sammenhæng. Det er dog ikke muligt at 
udlede, hvorvidt sammenhængen afhænger af koncentrationen af ROS.  
Idet, der er tre isoformer af cyclin D, og alle forsøg ikke har undersøgt alle tre isoformer, kan det 
betyde, at sammenhængen mellem cyclin D isoformerne og ROS ikke er entydig så længe, der ikke 
skelnes skarpt mellem isoformerne. ROS kan tænkes at have forskellig indvirkning på de 
forskellige isoformer af cyclin D, hvilket kunne være en afgørende faktor. Et fald i cyclin D1 
niveauet ses både i forbindelse med eksponering for NAC og H2O2, hvor et fald i cyclin D2 
niveauet kun er observeret ved behandling med H2O2. Cyclin D3 niveauet er nedreguleret ved et 
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nedsat niveau af ROS i ρ0-celler samt ved eksponering med H2O2. De forskellige forsøg med de 
enkelte cyclin D isoformer tyder på, at der ikke er en entydig sammenhæng mellem de pågældende 
cyclin D isoformer og ROS. Cyclin D isoform niveauet kan være forskelligt i forskellige celletyper 
jævnfør afsnit 6.1.1. ’Cyclin D isoformer’, men da der hovedsageligt er anvendt 
musefibroblastceller synes dette ikke at være forklaringen.        
På baggrund af, at både Schauen et al. 2006, Menon et al. 2003, Sekharam et al. 1997, Menon et al. 
2007 og Barnouin et al. 2002 viser et fald i niveauet af cyclin D isoformer uafhængigt af, hvilken 
isoform de undersøger, kan det dog tyde på, at en øget eller mindsket mængde ROS har samme 
effekt på de forskellige isoformer af cyclin D. 
8.1.1 ROS kan regulere cyclin D isoformer ved at oxidere cysteinaminosyrer 
i cellecyklusregulerende proteiner 
ROS kan påvirke regulerende proteiner i cellecyklus i kraft af dets oxidantpotentiale og derved 
ændre niveauet af cyclin D isoformer. Eksempelvis er bindingssitet mellem cyclin D1 og Rb 
muligvis afhængig af nogle bestemte cysteinaminosyrer. Rb-proteinet har tre cysteinaminosyrer i 
dets B domæne, som er kritiske for dets binding til cyclin D isoformer. Det er derfor muligt, at 
cyclin D1 laver disulfidbindinger til Rb når det hyperfosforylerer Rb [Menon et al., 2003]. ROS 
kan muligvis regulere cellecyklus ved at indvirke på sådanne thiol-disulfid reaktioner ved at 
oxidere cysteinaminosyrer som beskrevet i afsnit 4.2. ’Omdannelse af H2O2’, således at essentielle 
regulatorer af cellecyklus aktiveres eller inaktiveres.   
8.2 Mulige faktorer der kan være impliceret i den observerede 
sammenhæng mellem ROS og cyclin D isoformer 
8.2.1 Fald i niveauet af cyclin D isoformer kan skyldes ændringer i p21 
niveauet 
En af de faktorer, der kan spille ind i sammenhængen mellem cyclin D isoformer og ROS er p21. 
Barnouin et al. 2002 viste således, at niveauet af cyclin D1 og D3 falder samtidig med, at 
proteinniveauet af p21 og mRNA niveauet for p21 øges ved udsættelse for H2O2.  Dette indikerer, 
at transkriptionen af p21 kan være medieret af H2O2, og at et øget niveau af p21 kan hænge 
sammen med et fald i cyclin D1 og D3.  
At en øget mængde af H2O2 kan være årsag til opregulering af p21 understøttes af Russo et al. 
1995. Her vises, at diethylmaleat, som mindsker mængden af antioxidanten GSH, kan inducere 
p21 i Saos-2 osteosarcoma og T98G glioblastoma celler samt, at dette kan forebygges med 
antioxidanten NAC [Russo et al., 1995].   
   
   
51 
Barnouin et al. 2002 påviste, at aktiviteten af D-Cdk4 var nedsat, men at niveauet af Cdk4 var 
uændret. En nærliggende forklaring på den nedsatte aktivitet af D-Cdk4 er, at niveauet af cyclin 
D1 og D3 er nedsat som følge af H2O2 eksponering. Det nedsatte niveau af cyclin D1 og D3 kan 
være årsagen til, at Cdk4’s aktivitet er nedsat, idet den afhænger af cyclin D isoformerne jævnfør 
afsnit 6.1. ’Progression af G1-fasen og overgang til S-fasen’. Den nedsatte aktivitet kan også 
skyldes det øgede niveau af p21, hvilket ifølge afsnit 6.1.4. ’p21 og p27’ kan resultere i, at D-
Cdk4-p21 komplekserne akkumuleres og kinaseaktiviteten hæmmes, hvorved fosforyleringen af 
Rb nedsættes. Hvis Rb ikke hyperfosforyleres over en bestemt tærskelværdi kan E2F 
transkriptionsfaktorerne ikke frigives, hvorfor gener, der er nødvendige for overgangen til S-fasen, 
ikke transkriberes. Opregulering af p21 kan derfor være en forklaring på, hvordan H2O2 kan 
hæmme cellecyklus (se figur 30). 
Schauen et al. 2006 påviste derimod, at ρ0-cellerne med en reduceret mængde af ROS havde et 
nedsat cyclin D3 og p21 niveau. På baggrund af afsnit 6.1.4. ’p21 og p27’ kan denne observation 
skyldes, at p21 normalt hæmmer fosforyleringen af Thr-286 i cyclin D1 og den deraf følgende 
nedbrydning af cyclin D1. Når p21 nedreguleres vil cyclin D1 lettere kunne nedbrydes. Det er 
muligt, at p21 har den samme effekt på cyclin D3. Et nedsat niveau af p21 og cyclin D3 kan 
endvidere hæmme dannelsen af D-Cdk4/6 og dermed fosforyleringen af Rb. Dette begrundet med, 
at p21 normalt faciliterer dannelsen af D-Cdk4/6, og at kompleksdannelsen er afhængig af cyclin 
D isoformerne(se figur 30).  
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p21
H2O2ROS
p21
 
Figur 30 Et nedsat niveau af ROS i ρ0-celler medfører et fald i niveauet af p21 og cyclin D3 [Schauen et al., 
2006], hvilket resulterer i en hæmmet D-Cdk4/6 kompleksdannelse. Et øget niveau af H2O2 medfører et fald i 
niveauet af cyclin D1 og D3 og en stigning i niveauet af p21 [Barnouin et al., 2002]. Det øgede niveau af p21 kan 
medføre en akkumulering og inaktivering af D-Cdk4/6 kompleksers aktivitet. Et nedsat niveau af ROS og en 
øget mængde H2O2 kan således føre til, at Rb ikke hyperfosforyleres, hvorfor E2F ikke frigives [Redigeret efter: 
Shackelford et al.,  2000, s. 1392]. 
 
De forskellige observationer af p21 niveauet kan skyldes, at Barnoiun et al. 2002 ser på effekten 
ved en øget mængde af H2O2, hvor Schauen et al. 2006 observerer effekten af en nedsat mængde af 
ROS og ikke specifikt H2O2. Forklaringen kan derfor være, at p21 er koncentrationsafhængig samt 
reguleres forskelligt alt efter typen af ROS. 
 
Den foreslåede sammenhæng mellem p21 og cyclin D3 modsiges dog umiddelbart af Schauen et 
al. 2006, der har observeret et fald i p21 niveauet i cellerne behandlet med EtBr, og ikke et 
tilsvarende fald i cyclin D3 niveauet. Idet niveauet af p21 ændres, men cyclin D3 ikke gør i ρ0-
fænotypecellerne, kan det indikere, at et nedsat niveau af ROS i stedet hæmmer cellecyklus via en 
signalvej, hvor p21 indgår og ikke cyclin D3.  
Liu et al. 1999 viser, at NAC medfører en hæmmet G1-fase i 308 celler, og at dette sker i 
forbindelse med et øget mRNA og proteinniveau af p21. Det blev observeret, at p21-nul celler 
eksponeret med NAC viste den samme andel af celler i G1-fasen som wt celler behandlet med 
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NAC. I et andet forsøg af Liu et al. 1999 vistes det, at NAC øger niveauet af p16 i 308 celler. 
Endvidere blev det vist, at p16-knockout behandlet med NAC havde 40 % færre celler stoppet i 
G1-fasen. På baggrund heraf kan det udledes, at den NAC inducerede hæmning af G1-fasen er 
medieret af p16 og ikke af p21. Der er således forskellige resultater om sammenhængen mellem 
cyclin D isoformer og p21 alt afhængig af, hvilken ændring af ROS, det er set i forbindelse med. 
8.2.2 Fald i niveauet af cyclin D isoformerne kan skyldes ændringer i p27 
niveauet  
En anden af faktorerne, som kan spille ind i sammenhængen mellem ROS og cyclin D isoformer, 
er p27. Menon et al. 2003 viste en stigning i p27 niveauet ved eksponering for NAC. Dette ses 
samtidig med, at cyclin D1 niveauet falder. Forsøgene af Menon et al 2003 kunne derfor tyde på, 
at et øget p27 niveau hænger sammen med et fald i cyclin D1 niveauet ved NAC hæmning. På 
baggrund af afsnit 6.1.4. ’p21 og p27’ kan p27 facilitere D-Cdk4/6 dannelsen, hæmme 
nedbrydningen af cyclin D1 og ved øgede koncentrationer kan den hæmme D-Cdk4/6 
kinaseaktiviteten. Der er imidlertid ingen direkte sammenhæng mellem et øget niveau af p27 og 
fald i cyclin D1 niveauet. Både en hæmning af kinaseaktiviteten grundet et øget niveau af p27 samt 
en hæmmet dannelse af D-Cdk4/6 på grund af et lavt niveau af cyclin D1 kan hæmme 
fosforyleringen af Rb (se figur 31). 
Ligesom i Menon et al. 2003 viste Barnouin et al. 2002 også, at p27 er ændret som følge af et 
ændret ROS niveau. p27 niveauet faldt som følge af behandling med H2O2 efter 4 timer. Grundet, 
at cyclin D1 og D3 niveauet kun var nedsat indtil 4 timer efter eksponering med H2O2, kan det tyde 
på, at p27 ikke er afgørende for en initiering af nedreguleringen af cyclin D1 og D3. Det nedsatte 
niveau af p27 kan imidlertid hæmme dannelsen af D-Cdk komplekser og derved være årsag til den 
observerede hæmning af cellecyklus (se figur 31). 
Schauen et al. 2006 observerede dog, at niveauet af p27 var reduceret til samme niveau i både ρ0 
og i ρ0-fænotypekopiceller. Det nedsatte niveau af p27  kan som beskrevet medføre en hæmning af 
D-Cdk4/6 kompleksdannelsen og derved hæmme fosforyleringen af Rb. Et nedsat niveau af cyclin 
D3 i ρ0-celler kan ligeså hæmme dannelsen af D-Cdk-komplekset. Et nedsat niveau af p27 kan 
muligvis også forklare det nedsatte niveau af cyclin D3, hvis det kan hæmme nedbrydningen heraf, 
ligesom det er foreslået ved cyclin D1. Forsøgene af Schauen et al. 2006 synes derfor ikke at 
tydeliggøre en sammenhæng mellem p27 og niveauet af cyclin D3. Dette begrundes af, at der kun 
ses en ændring i cyclin D3 niveauet i ρ0og ikke i ρ0-fænotypekopierne eller i HeEB1 cellerne 
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behandlet med EtBr. Der blev heller ikke observeret en ændring i p27 niveauet i HeEB1 cellerne 
behandlet med EtBr.         
p27
H2O2ROS
p27
NAC
 
Figur 31 Et nedsat niveau af ROS i ρ0-celler medfører et fald i niveauet af p27 og cyclin D3 [Schauen et al., 
2006], hvilket resulterer i en hæmmet D-Cdk4/6 kompleksdannelse. Et øget niveau af H2O2 medfører et fald i 
niveauet af cyclin D1 og D3 og et fald i niveauet af p27 [Barnouin et al., 2002], men da dette ikke forekommer 
samtidigt synes p27 ikke at initierere nedreguleringen af cyclin D1. p27 kan imidlertid hæmme dannelsen af D-
Cdk4/6 komplekset. Det øgede niveau af p27 som følge af NAC eksponering kan medføre en akkumulering og 
inaktivering af D-Cdk4/6 kompleksers aktivitet. Desuden medførte NAC også et mindsket niveau af cyclin D1 
[Menon et al., 2003], som kan resultere i en hæmning af D-Cdk kompleksdannelsen. Et nedsat niveau af ROS 
og en øget mængde H2O2 kan således føre til, at Rb ikke hyperfosforyleres, hvorfor E2F ikke frigives [Redigeret 
efter: Shackelford et al.,  2000, s. 1392]. 
 
På baggrund af ovenstående synes der ikke at kunne udledes en entydig sammenhæng mellem p27 
og cyclin D isoformerne. Det tyder ikke på, at p27 niveauet er koncentrationsafhængig af ROS, da 
der både er observeret et fald og en stigning i niveauet af p27 i forbindelse med et nedsat niveau af 
ROS i ρ0-celler og i celler eksponeret for NAC.      
8.2.3 Et fald i niveauet af cyclin D1 kan skyldes at aktiviteten af p42 og p44 
er nedsat 
En ændret aktivitet af MAP kinaserne, som er en del af den signalvej, der ligger til grund for cyclin 
D1 og D2 dannelsen, kan være ændret som følge af ROS og dermed være involveret i 
sammenhængen mellem ROS og cyclin D isoformerne.  
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Af Sekharam et al. 1997 fremgår det, at aktiviteten af p42 og p44 var nedsat ved NAC behandling, 
og at proteinniveauet var konstant. Dette tyder på, at NAC hæmmer p42og p44 aktiviteten, og 
derved medfører det observerede fald i niveauet af cyclin D1, da dannelsen heraf er nedreguleret.  
Det kan forestilles, at aktiviteten af p42 og p44 er afhængig af ROS-medieret oxidering af kritiske 
aminosyrer heri. Sekharam et al. 1997 behandlede celler med NAC, hvorved ROS-niveauet 
mindskes og p42 og p44 aktiviteten faldt. Et fald i niveauet af ROS kan føre til mangel på ROS- 
medieret oxidering, og det kan muligvis være årsagen til, at p42 og p44 ikke aktiveres i samme 
grad som normalt. Det kan derimod også forestilles, at ROS i andre tilfælde kan oxidere vigtige 
aminosyrer i enzymer, der er involveret i reguleirngen af cellecycklus, og inaktivere disse.  
Muñoz et al. 2001 understøtter, at aktiviteten af p42 og p44 påvirkes af ROS, men afviser 
imidlertid, at dette har en sammenhæng med cyclin D1 og D2 niveauet, da den observerede 
ændring i p42 og p44 forekom samtidig med, at niveauet af D1 og D2 svarede til kontrolcellerne 
og ikke var ændret. 
8.2.4 Direkte DNA-skader kan være årsag til den hæmmede cellecyklus  
De koncentrationer af H2O2 som cellerne eksponeres for ligger mellem 250µM og 5mM, hvorfor 
cellen formentlig udsættes for oxidativt stress. Ved oxidativt stress sker der en øget oxidering af 
Fe-S centre, hvorved Fe(II) frigives. Fe(II) kan som bekendt indgå i en Fentonreaktion med H2O2, 
så der dannes .OH. .OH kan lave direkte skader på DNA’et i et sådant omfang, at cellecyklus 
stoppes i G1- eller G2-fasen for at få tid til at reparere skaderne. Den observerede hæmmede 
cellecyklus i Barnouin et al. 2002 kan derfor tænkes at skyldes de direkte DNA-skader. Chen et al. 
1998 viser, at H2O2 hæmmer cellecyklus i en koncentrationsafhængig respons ved eksponering 
med 0-550 µM. Endvidere blev det vist, at der kun var en signifikant øgning i steady-state niveauet 
af 8-OH-G i DNA’et ved koncentrationer på 550 µM H2O2 eller derover [Chen et al., 1998]. Dette 
indikerer, idet Barnouin et al. 2002 kun brugte koncentrationer på 250 µM H2O2, at den hæmmede 
cellecyklus derfor ikke kan tilskrives DNA-skader. Barnouin et al. 2002 observerer dog en normal 
celleproliferering efter 48 timers på trods af vedvarende behandling med 250 µM H2O2. En 
forklaring herpå kan være, at det øgede niveau af H2O2 har forårsaget DNA-skader i et sådant 
omfang, at cellen ikke kan regulere cellecyklus.  En anden forklaring kan dog være, at den 
normaliserede celleprolifering skyldes, at aktiviteten af omdannelsesmekanismerne for H2O2 er 
tilsvarende øget.  
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8.2.5 Vedvarende cyclin D1 og D2 niveau kan skyldes H2O2-induceret 
hæmning af ubiquitin-proteasomsignalvejen 
En årsag til, at cyclin D1 og D2 niveauet stiger til samme niveau som kontrolcellerne ved øgede 
koncentrationer af H2O2, kan skyldes, at H2O2 kan hæmme ubiquitinproteolysen. Muñoz et al. 2001 
observerede, at Her14 celler eksponeret for H2O2, var længere tid om at nedbryde cyclin D1 og D2, 
og at nedbrydningshastigheden afhang af eksponeringstiden. Dette indikerer, at H2O2 påvirker 
ubiquitin-proteasomsignalvejen, så cyclin D1 og D2 ikke nedbrydes. Dette understøttes 
umiddelbart af Shang & Taylor 1995, der viser, at 1 mM H2O2 hæmmer ubiquitinproteolysen i 
linseepithelceller fra kvæg [Shang & Taylor, 1995]. Dette stemmer dog ikke overens med forsøg af 
Muñoz et al. 2001, da der blev observeret et fald i cyclin D1 og D2 ved 1 mM H2O2. Studierne 
viser, at H2O2 kan hæmme ubiquitinproteolysen, men ved hvilken koncentration er der dog ikke 
enighed om. De anvendte koncentrationer af H2O2 er dog igen betydeligt højere end hvad der kan 
forventes at blive dannet i ETC. 
8.3 Mitokondrieinvolverede processer uden sammenhæng med ROS  
I ETC, hvis hovedformål er at danne en protongradient og dermed facilitere dannelsen af ATP, 
dannes ROS som et biprodukt. En fejl i ETC eksempelvis som følge af mutationer i mtDNA kan 
medføre ændringer af ROS niveauet. Det er dog muligvis primært en ændret ATP syntese, der er 
årsag til mitokondriernes indflydelse på cellulære processer. Schauen et al. 2006, som undersøger 
celler uden mtDNA, afviser imidlertid, at dette kan være årsagen til den observerede lave 
celleproliferering i HeLa ρ0-celler, selvom de har et lavere oxygenforbrug og ATP/ADP rate. 
Behandling af wt med antimycin A, der blokerer ETC, medførte ingen ændringer i disse cellers 
vækst, og derfor menes det ikke, at en dysfunktionel ETC og deraf mindsket ATP syntese er årsag 
til lavere vækstrate [Schauen et al., 2006]. 
Mitokondrierne er afgørende for syntesen af deoxyribose nukleosid trifosfat (dNTP), og en fejl i 
denne proces kan medføre en ubalance i dNTP pools. Desler et al 2007 har observeret, at der er et 
markant fald specifikt i antallet af dTTP i humane cellelinier uden mtDNA [Desler et al., 2007]. En 
ubalance i dNTP poolen er mutagen for cellerne i det det blandt andet kan medføre, at der sker 
kromosomændringer som fx tab af eller brud på kromosomer. Det menes derfor, at mitokondrierne 
er vigtige for at opretholde genomisk stabilitet [Desler et al., 2007; Rasmussen et al., 2003]. Ingen 
af forsøgene udelukker en ubalance af dNTP poolen som værende årsag til den ændrede 
cellecyklus.  
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Apoptose er endnu en proces, hvor mitokondrierne spiller en væsentlig rolle, og det er muligt, at 
ROS medfører oxidativt stress og via dette aktiverer en signalvej til reparation af DNA-skader eller 
en apoptosesignalvej. Hvis dette er tilfældet understøttes det ikke, at ROS også har en regulerende 
effekt og ikke kun er skadeligt som hidtil antaget. Både Schauen et al. 2006, Menon et al. 2003, 
Sekharam et al. 1997, Menon et al. 2007 og Barnouin et al. 2002 viser dog at ændringerne i ROS 
niveauet og de observerede ændringer i cellecyklus ikke skyldes at flere celler overgår til apoptose. 
Der er altså mange cellulære processer, hvori mitokondrierne er impliceret, og dermed er der 
mange muligheder for, hvordan en regulering af cellen kan afhænge af mitokondrierne udover, at 
det kan skyldes produktionen af ROS. 
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9 Konklusion 
Det kan konkluderes, at både et mindsket og øget niveau af ROS i forhold til normale celler 
hæmmer eller blokerer cellecyklus. I flere forsøg vises, at ROS kun er impliceret i hæmning eller 
blokering af overgangen fra G1- til S-fasen, mens andre påviser, at også S- og G2-fasen hæmmes i 
cellecyklus. Cyclin D isoformerne er nødvendige for overgangen fra G1- til S-fasen, og idet der er 
observeret et nedsat niveau af cyclin D isoformer, både som følge af mere og mindre ROS, tyder 
det på, at der er en sammenhæng mellem cyclin D isoformerne og ROS. Det er dog ikke muligt at 
afgøre præcist, hvordan niveauet af cyclin D isoformerne afhænger af koncentrationen af ROS og 
hvilke mulige faktorer, der indgår i samspillet herimellem.  
Flere forsøg viser, at niveauet af Cip/Kip proteinerne p21 og p27 ændres samtidig med et nedsat 
niveau af cyclin D isoformerne, når mængden af ROS afviger fra det normale. Dette tyder på, at 
p21 og p27 er involveret i den ROS-medierede hæmning eller blokering af cellecyklus. En 
opregulering af p21 og p27 kan hæmme aktiviteten af D-Cdk4/6 komplekser, idet de akkumulerer, 
hvor en nedregulering af p21 og p27 kan hæmme dannelsen af D-Cdk4/6 komplekser, hvilket i 
begge tilfælde medfører en hæmning eller blokering af cellecyklus. Andre forsøg afviser dog, at 
p21 og p27 spiller en rolle i den ROS-medierede hæmning eller blokering af cellecyklus.  
Det ændrede niveau af cyclin D isoformerne i forbindelse med ROS kan skyldes en nedsat 
dannelse, grundet at aktiviteten af MAP kinaserne p42 og p44 er nedsat ved eksponering med 
NAC. Ved eksponering med H2O2 observeres der dog ingen sammenhæng mellem aktiviteten af 
p42 og p44 og cyclin D1 og D2 niveauet.  
 
Forklaringen på de forskellige observationer af ændringer i cellecyklusregulatorer i forbindelse 
med et ændret niveau af ROS og cyclin D isoformerne indikerer, at regulatorerne er afhængige af 
koncentrationen af ROS samt reguleres forskelligt alt efter typen af ROS.  
Det er derfor ikke muligt at skelne overordnet mellem et mindsket eller øget niveau af ROS, 
hvorfor det er nødvendigt med en specificering, da niveauet af de enkelte ROS typer kan være 
forskellig. Det kan heller ikke udledes, om det specifikt er mtROS, der har en sammenhæng med 
ændringer i niveauet af cyclin D isoformerne, da kun enkelte forsøg indikerer dette. 
Det kan imidlertid konkluderes, at cellens redoxstadie er vigtig i reguleringen af cellecyklus, da de 
observerede afvigelser i niveauet af ROS medfører en hæmning eller blokering af cellecyklus. 
   
   
60
   
   
61 
10 Litteraturliste 
Atkuri, K. R.; Mantovani, J. J.; Herzenberg, L. A. & Leonore A Herzenberg (2007): “N-
Acetylcysteine – a safe antidote for cysteine/glutathione deficiency”. Opinion in Pharmacology 
2007, 7:355–359, USA. 
 
Balaban, R. S;  Nemoto, S. & T. Finkel (2005): ”Mitochondria, Oxidants, and Aging”. I: Cell, vol. 
120, 25. februar, 2005, s. 483-495. 
 
Baldin, V.; Lukas, J.;  Marcote, M. J.; Pagano, M. & G. Draetta (1993): “Cyclin D1 is a nuclear 
protein required for cell cycle progression in G1”. I: Genes & Development, vol. 7, 1993, s. 812-
821. 
 
Barnouin, K.; Dubuisson, M. L; Child, E. S; de Mattos, S. F; Glassford, J; Medema, R. H; Mann, 
D. J & Eric W.-F. Lam (2002): ”H2O2 Induces a transient Multi-phase Cell Cycle Arrest in Mouse 
Fibroblasts through Modulating Cyclin D an p21Cip1 Expression”. I: The Journal of Biological 
Chemistry, vol. 277, nr.16, 19. april, 2002, s. 13761-13770. 
 
Belsõ, N.; Széll, M.; Pivarcsi, A.; Kis, K.; Kormos, B., Kenderessy, A. S.; Dobozy, A.; Kemény, 
L. og Z. Bata-Csörgõ (2008):”Differential expression of D-type cyclins in HaCaT keratinocytes 
and in psoriasis”. I: Journal of Investigative Dermatology, 128, Marts 2008, s. 634-42. 
 
Blokhina, O. & K. Fagerstedt (2006): “Oxidative Stress and Antioxidant Defenses in Plants”. I: 
“Oxidative Stress, Disease and Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, 
London, s. 151-199. 
 
Blomen, V. A & J. Boonstra (2007):”Cell fate determination during G1 phase progression”. 
Cellular and Molecular Life Sciences, 64, 2007, s. 3084-3104.. 
 
Boonstra, J & J. A. Post (2004): “Molecular events associated with reactive oxygen species and 
cell cycle progression in mammalian cells”. I: Gene, 337, 2004, s. 1-13 
 
   
   
62
Campbell, N. A. & J. B. Reece (2005): ”Biology”. 7. udg., Pearson Benjamin Cummings, San 
Francisco, USA. 
 
Chang, F; Steelman, L. S; Lee, J. T; Shelton, J. G; Navolanic, P. M; Blalock, W. L; Franklin, R. A 
& J. A. McCubrey (2003): “Signal transduction mediated by the Ras/Raf/MEK/ERK pathway 
from cytokine receptors to transcription factors: potential targeting for therapeutic intervention”. 
Leukemia (2003) 17, 1263-1293, USA. 
 
Chen, Q. M; Bartholomew, J. C; Campisi, J.; Acosta, M.; Reagan, J. D. & B. N. Ames 
(1998):”Molecular analysis of H2O2-induced senescent-like growth arrest in normal human 
fibroblasts: p53 and Rb control G1 arrest but not cell replication”. Biochem. J., 332, 1998, s. 43-50. 
 
Cheng, M; Olivier, P.; Diehl, J.A.; Fero, M.; Roussel, M. F.; Roberts, J. M. & C. J. Sherr (1999): 
“The p21Cip1 and p27Kip1 CDK ‘inhibitors’ are essential activators of cyclin D-dependent 
kinases in murine fibroblasts”. I: The EMBO Journal, vol.18, nr.6, 1999, s.1571–1583. 
 
Ciechanover, A. (1998): “The ubiquitin-proteasome pathway: on protein death and cell life”. I: 
The EMBO journal, vol. 17, 1998, s. 7151-7160. 
 
Dawes, I. W. (2006): ”Cellular Responses to Reactive Oxygen Species”. I: “Oxidative Stress, 
Disease and Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, London, s. 281-308. 
 
De Grey, Aubrey D.N.J. (2003): “Mechanisms underlying the age-related accumulation of mutant 
mitochondrial DNA”. I: ”Genetics of mitochondrial diseases”, Ian Holt (ed.), 1.udg, 2003. Oxford 
University Press, s. 247-275. 
 
Desler, C; Munch-Petersen, B.; Stevnsner, T.; Matsui, S.; Kulawiec, M.; Singh, K. K. & L. J. 
Rasmussen (2007):” Mitochondria as determinant of nucleotide pools and chromosomal stability”. 
I: Mutation Research, vol.  625, december 2007, s. 112–124. 
 
   
   
63 
Diehl, J. A.; Cheng, M.; Roussel, M. F. & C. J. Sherr (1998): “Glykogen synthase kinase-3β 
regulates cyclin D1 proteolysis and subcellular localization”. I: Genes and development, vol. 12, 
1998, s. 3499-3511. 
 
Dizdaroglu, M.; Jaruga, P.; Birincioglu, M. og H. Rodriguez  (2002): “Free radical-induced 
damage to DNA: Mechanisms and mesurement”. I: Free Radical Biology & Medicine, vol. 32, nr. 
11, 2002, s. 1102–1115. 
 
Ekholm S. & S. Reed (2000): “Regulation of G1 cyclin-dependent kinases in the mammalian cell 
cycle”. I: Current Opinion in Cell Biology, 12, 2000, s. 676–684. 
 
Evans, M. D. & M. S. Cooke (2006): “Lipid- and Protein-Mediated Oxidative Damage to DNA”. I: 
“Oxidative Stress, Disease and Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, 
London, s. 201-220. 
 
Ghosh, M.; Wang, H. D. &  J. R. McNeill (2002): “Tiron exerts effects unrelated to its role as a 
scavenger of superoxide anion: effects on calcium binding and vascular responses”. I: Can. J. 
Physiol. Pharmacol., vol. 80, 2992, s. 755–760.  
 
Goswami, P. C. & K. K. Singh (2006): ”Oxidative Stress and Multistage Carcinogenesis”. I: 
“Oxidative Stress, Disease and Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, 
London, s. 705-731. 
 
Guo Y.; Yang K.; Harwalkar J.; Nye J. M.; Mason D. R.; Garrett M. D.; Hitomi M. & D. W. 
Stacey (2005): ” Phosphorylation of cyclin D1 at Thr 286 during S phase leads to its proteasomal 
degradation and allows efficient DNA synthesis” Oncogene, 2005, 24, s. 2599–2612 
 
Herrero, E.; Ros, J; Bellì, G & Elisa Cabiscol (2007): “Redox conytol and oxidative stress in yeast 
cells”. Biochimica et Biophysica Acta (2008), s.1-13. 
 
Hoye, Adam T.; Davoren, J. E.; Wipf, P.; Fink, M. P. & V. E. Kagan (2008): ”Targeting 
Mitrochondria”. I: “Accounts of Chemical Research”, vol. 41, nr. 1, Januar 2008, s. 87-97. 
   
   
64
 
Isaac, A. O.; Dukhande, V. V. & J. C. K. Lai (2007): “Metabolic and Antioxidant System 
Alterations in an Astrocytoma Cell Line Challenged with Mitochondrial DNA Deletion”. I: 
“Neurochemical Research”, vol. 32, s. 1906-1918.   
 
James; Andrew M. og Michael P Murphy (2003):”The effects of mitochondrial DNA mutations on 
cell function”. I: ”Genetics of mitochondrial diseases”, Ian Holt (ed.), 1.udg, 2003. Oxford 
University Press, s. 209-228. 
 
Jin, Shengkan (2006): “Autophagy, Mitochondrial Quality Control, and Oncogenesis”. I: 
Autophagy, vol. 2, april/maj/juni 2006, s. 80-84. 
 
Kolch, W. (2000): “Meaningful relationships: the regulation of the Ras/Raf/MEK/ERK pathway 
by protein interactions”. I: Biochem. J., nr. 351, 2000, s. 289-305. 
 
LaBaer, J.; Garrett, M. D.; Stevenson, L. F.; Slingerland, J. M.; Sandhu, C.; Chou, H. S.; Fattaey, 
A. & E. Harlow (1997):”New functional activities for the p21 family of CDK inhibitors”. I: Genes 
& Development, 11, 1997, s. 847-862. 
 
Liu, M.; Wikonkal, N. M. og D. E. Brash (1999):”Induction of cyclin-dependent kinase inhibitors 
and G1 prolongation by the chemopreventive agent N-acetylcysteine”. I: Carcinogenesis, vol. 20, 
nr. 9, 1999, s. 1869-1872. 
 
Liu, Y.; Gary, F. & D. Schubert (2002): ”Generation of reactive oxygen species by the 
mitochondrial electron transport chain”. I: Journal of Neurochemistry, vol. 80, 2002, s. 780-787. 
 
Menon, S. G.; Sarsour, E. H.; Spitz, D. R.; Higashikubo, R.; Sturm, M.; Zhang, H. & Prabhat C. 
Goswami (2003): “Redox Regulation of the G1 to S Phase Transition in the Mouse Embryo 
Fibroblast Cell Cycle”. I: Cancer Research, 63, 1. maj, 2003, s. 2109-2117. 
 
Menon, S. G.; Sarsour, E. H.; Kalen, A. L.; Venkataraman, S.; Hitchler, M. J.; Domann, F. E., 
Oberley, L. W. & P. C. Goswami  (2007): “Superoxide Signaling Mediates N-acetyl-L-cysteine–
   
   
65 
Induced G1 Arrest: Regulatory Role of Cyclin D1 and Manganese Superoxide Dismutase”. I: 
Cancer Research, 67, 13, 1. juli, 2007, s. 6392-6399. 
 
Muñoz, C. M.; Post, J. A., Verkleij, A. J.; Verrips, C. T. & J. Boonstra (2001): “The effect of 
hydrogenperoxid on the cyclin D expression in fibroblasts”. CMLS Cellular and Molecular Life 
Sciences, 58, 2001, s. 990–996. 
 
Musgrove, E. A (2006): “Cyclins: Roles in mitogenic signalling and oncogenic transformation”. I: 
Growth Factors, 24, marts 2006, s. 13-19. 
 
Nakabeppu, Y.; Sakumi, K.; Sakamoto, K.; Tsuchimoto, D.; Tsuzuki, T. & Y. Nakatsu (2006): 
“Mutagenesis and carcinogenesis caused by the oxidation of nucleic acids”. I: Biol. Chem., vol. 
387, april 2006, s. 373-379. 
2006/323Article in press - uncorrected proof 
Nakatsu & Sekiguchi (2006): “Oxidative Damage to Nucleotide: Consequnces and Preventive 
Mecahnisms”. I: “Oxidative Stress, Disease and Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial 
College Press, London, s. 221-252. 
 
Nelson, D. L. & M. M. Cox (2005): “Principles of biochemistry”. 4.udg., W.H. Freeman and 
Company, New York, USA. 
 
Petermann, A.; Hiromura, K.; Pippin, J.; Blonski, M.; Couser, W. G.; Kopp, J.; Mundel, P. & S. J. 
Shankland (2004): ”Differential Expression of D-Type Cyclins in Podocytes in vitro and in vivo”. 
I: American Journal of Pathology, vol. 164, nr. 4, april 2004, s. 1417-1427. 
 
Prentø, P & P. V. Jensen (2000): “Cellebiologi”. 1.udg., G.E.C. Gads Forlag, København. 
 
Radi, R.; Turrens, J. F.; Changall, L. Y.; Bush, K. M.; Crapoll, J.D. og B. A. Freeman (1991): 
“Detection of Catalase in Rat Heart Mitochondria”. I: The Journal of Biological Chemistry, vol. 
266, nr. 32, 15. November, 1991, s. 22028-22034. 
 
   
   
66
Rao, S. S. & D. S. Kohtz (1994):“ Positive and Negative Regulation of D-type Cyclin Expression 
in Skeletal Myoblasts by Basic Fibroblast Growth Factor and Transforming Growth Factorβ”. I: 
The Journal of Biological Chemistry, vol. 270, nr. 8, 24. Februar 1995, s. 4093-4100. 
 
Rasmussen, A. K.; Chatterjee, A.; Rasmussen, L. J. & K. K. Singh (2003): “Mitchondria-mediated 
nuclear mutator phenotype in Saccharomyces cerevisiae”. I: Nulceic Acids Research, vol. 31, nr. 
14, 2003, s. 3909-3917. 
 
Rhee, S. G.; Kang, S. W.; Jeong, W.; Chang, T-S.; Yang, K-S. & H. A. Woo (2005): “Intracellular 
messenger function of hydrogen peroxide and its regulation by peroxiredoxins”. I: Current Opinion 
in Cell Biology, 17, 2005, s.183-189. 
 
Russo, T. Z.; Esposito, N. F.; Ammendola R.; Cimino, F.; Fiscella, M.; Jackman J.; O’Connor, P. 
M. & C. W. Anderson (1995): “A p53-independent pathway for activation of WAF1/CIP1 
expression following oxidative stress”. I: J Biol Chem, vol. 270, 1995, s. 29386–29391. 
 
Ryan, M. T. & N. J. Hoogenraad (2007):“Mitochondrial-Nuclear Communications“. I: Annual 
Review of Biochemistry, vol. 76, 2007, s. 701-722. 
 
Samper, E.; Benz, C. & S. Melov (2006): ”Superoxide Dismutase 2 Deficient Mice: The Role of 
Increased Reactive Oxygen Species in Genomic Instability”. I: “Oxidative Stress, Disease and 
Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, London, s. 375-369. 
 
Schauen, M.; Spitkovsky, D.; Schubert, J.; Fischer, J. H.; Hayashi, J-I. & Rudolf J. Wiesner 
(2006):“Respiratory Chain Deficiency Slows Down Cell-Cycle Progression Via Reduced ROS 
Generation and is Associated With a Reduction of p21Cip1/Waf1”. I: Journal of Cellular Physiology, 
209, 2006, s.103-112.  
 
Sekharam, M.; Trotti, A.; Cunnick, J. M. & Jie Wu (1997): “Suppression af Fiboblast Cell Cycle 
Progression in G1 Phase by N-Acetylcysteine”. Toxicology and applied pharmacology 149, 210-
216, artikkel nr. TO978361. 
 
   
   
67 
Shackelford, R. E.; Kaufmann, W. K. & R. S. Paules (2000):“Oxidative Stress and Cell Cycle 
Checkpoint Function“. I: Free Radical Biology & Medicine, vol. 38, nr. 9, 2000, s. 1287-1404 
 
Shang, F. & A. Taylor (1995):“Oxidative stress and recovery from oxidative stress are associated 
with altered ubiquitin conjugating and proteolytic activities in bovine lens epithelial cells”. I: 
Biochem. J., vol. 307, 1995, s. 297-303. 
 
Sherr, C. J. & J. M. Roberts (1999):“CDK inhibitors: positive and negative regulators of G1-phase 
progression”. Genes & Development., 19, 1999, s. 1501-1512. 
 
Stacey, D. W. (2003): “Cyclin D1 serves as a cell cycle regulatory switch in actively proliferating 
cells“Cell Biology 2003, 15:158–163 
 
Starkov, A. & K. B. Wallace (2006): “Yin and Yang of Mitochondrial ROS”. I: “Oxidative Stress, 
Disease and Cancer” af K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, London, s. 1-60. 
 
St-Pierre, J.; Buckingham, J. A.; Roebuck, S. J. & M. P. Brand (2002): “Topology of Superoxide 
Production from different Sites in the Mitochondrial Electron Transport Chain”. I: The Journal of 
Biological Chemistry, vol. 227, nr. 47, s. 44784-44790 
 
Toyokuni, S. (2006): “Iron-Induced Carcinogenesis”. I: “Oxidative Stress, Disease and Cancer” af 
K. K. Singh (ed.), 2006, Imperial College Press, London, s. 789-805. 
 
Turrens, J. F. (2007): “Formation of Reactive Oxygen Species in Mitochondria”. I: 
“Mitochondria” af Schaffer, S. W. & M-S. Suleiman (editors), 2007, Springer, s. 185-196. 
 
Valko, M.; Rhodes, C. J.; Moncol, J.; Izakovic, M. og M. Mazur (2006):”Free radicals, metals and 
antioxidants in oxidative stress-induced cancer”. I: Chemico-Biological Interactions, 160, 2006, s. 
1-40.  
 
Wlodek, L (2002): “Beneficial and harmful effects of thiols”. Polish Journal of Pharmacology, vol. 
54, 2002, s. 215–223. 
   
   
68
 
Xlong, Y.; Hannon, G. J.; Zhang, H.; Casso, D. & R. Kobayashi (1993): “p21 is a universal 
inhibitor of cyclin kinases”. I: Nature, vol. 366, 16 december 1998, s. 701-704. 
   
   
69 
11 Bilag 1 
 
 
Date:   Thu, 22 May 2008 11:46:47 [05/22/08] 
 
Hi , 
 
   I am glad to see your interest in this area of research. As for the results 
that were published in my two papers the key point you have to keep in mind is 
the time course of my experiments. In my first paper I did show that NAC 
decreased the pro-oxidants in the cell (by ~12-24 h I think). When we set out to 
investigate what was the mechanism behind this observation , we found that NAC 
was actually upregulating MnSOD (but only ~24 h later). Furthermore, we saw that 
NAC was doing this by  generating a quick increase in superoxide. We could see 
this increase in superoxide only when we looked immediately after adding NAC (i.e 
within 1 hr). 
 
So it is a very narrow window where there is a burst of superoxide as soon as NAC 
is added, this sudden increase in cellular superoxide in turn increases MnSOD 
levels in the cells as a response mechanism. This seems to be the signal cascade 
that is going on in normal cells (different scenario in cancer cells). 
 
 Do check out papers by Dr. Spitz DR. He does ETC and generation of mitochondrial 
ROS work so you might find articles by him that you are looking for. Hope this helps. 
 
Sarita Menon 
 
 
